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INTRODUCTION GENERALE

Le cancer est I'une des principales causes de ltértdans le monde et le nhombre de
nouveaux cas détectés et de décés ne cessent @lteggmchaque année. D’aprés
I'Organisation Mondiale de la Santé, en 2012, omutait approximativement 14 millions de
nouveau cas de cancer et 8,2 millions de décesiliéstte maladie. Le nombre de déceés
pourrait augmenter jusqu’a 11,5 millions en 2036s Iprincipaux types de cancers sont les
cancers du poumon, du foie, de I'estomac, du skin,cesophage et le cancer colorectal. Le
tabagisme, une mauvaise alimentation, le manqueerteEe physique ou encore la
consommation d’alcool sont les principaux factaleggsisque. Plus de 60% des nouveaux cas
de cancer surviennent en Afrique, en Asie, en AmquériCentrale et en Amérique Latine. Ces
régions représentent 70% des déces par cancerlelansnde. Ainsi, la lutte contre ces

maladies constitue un enjeu majeur.

La chimiothérapie est I'un des traitements les pltisés pour lutter contre les cancers
généralisés et/ou métastatiques. Malheureusenadl®;ot se heurte a un probleme de taille :
le développement d'une résistance des cellulesécanses face a de nombreux agents
anticancéreux, rendant ainsi ce type de traitenmegfficace. Ce phénomene se nomme
phénotype de résistance a de multiples drogues (d@RMultiDrug Resistance Plusieurs
mécanismes peuvent étre a I'origine de ce phénotype d’entre eux est la surexpression de
protéines membranaires, appartenant a la famiketdamsporteurs ABC, jouant le rble de
pompes a efflux capables de transporter activetesragents anticancéreux hors des cellules
cancéreuses. Parmi les transporteurs ABC impligaés cette chimiorésistance, on retrouve
la glycoprotéine-P (ABCB1/P-gp), la Multidrug Reaisce associated Protein 1
(ABCC1/MRP1) et la Breast Cancer Resistance Pr¢psCG2/BCRP).

Afin de pallier au phénoméne de chimiorésistanee, développement de nouveaux
modulateurs de ces protéines est au coeur de noselrétudes. Au sein du Département de
Pharmacophimie Moléculaire, nous nous intéressamscplierement aux protéines ABCG2
et MRP1. La conception et la synthese de nouve&@ends issus de la famille des
flavonoides ciblant ces protéines constituent I'gximcipal de mes travaux de thése. Les
flavonoides rassemblent une trés large gamme deas®a naturels appartenant a la famille

des polyphénols. Ces composés sont largement pséaensein de nombreuses plantes

19



INTRODUCTION GENERALE

meédicinales ainsi que de nombreux fruits et légurDes activités biologiques variées ont été
attribuées a cette classe de métabolites, telleslgs activités antioxydantes, anticancéreuses,
antibactériennes, antivirales, anti-inflammatoiresi anti-allergénes faisant ainsi des

flavonoides une famille de choix dans la synthésealiveaux ligands.

Un premier objectif de cette these consiste emmiheeption et la synthese d’inhibiteurs actifs,
sélectifs et non toxiques d’ABCG2 capables de dodjefflux des agents anticancéreux et de
restaurer ainsi la sensibilité des cellules cans@® aux traitements chimiothérapeutiques.
Ces composés, dérivés de chromones, sont issusad®gcomodulations réalisées a partir de
la structure d’'un chef de file, MBL-1I-141 , meilleur inhibiteurin vitro etin vivo d’ABCG2

mis au point & ce jour au sein du laboratoire.

L’ensemble des composés synthétisés se sont atéeédes inhibiteurs potentiels d’ABCG2.
Cependant, uniguement un composé parvient a atteledMBL-11-141 en termes d’index
thérapeutique.

L'étude de l'influence de nos composés (ainsi ges ithibiteurs d’ABCG2 issus d’autres
equipes) sur l'activité ATPasique du transporteyreamis d’apporter quelques hypotheses
guant au meécanisme d’action de nos ligands sur rtaéipe. Quatre sites distincts
d’interaction ont été mis en évidence par nos bolateurs biologistes. Ceci nous a conduit a
construire, a I'aide de la modélisation moléculaiteux pharmacophores modélisant deux des
guatre sites d’interaction de la protéine ABCG#’'apporter des premieres hypotheses quant
aux interactions possibles entre nos inhibiteurtagtrotéine au niveau de ces deux sites

d’interaction.

Un second objectif de cette these consiste en taeption et la synthése de nouveaux
modulateurs de la protéine MRP1 selon une toute atitatégie thérapeutique : la sensibilité
collatérale. En effet, il semblerait que, dansaieg cas, les cellules cancéreuses résistantes
puissent développer une hypersensibilité a certmngposés. Concernant la protéine MRP1,
cette sensibilité collatérale se traduit par I'iotlon d’'un efflux massif de glutathion hors des
cellules cancéreuses résistantes surexprimant dééipe. Le glutathion permettant de
maintenir le potentiel redox de cellules et étantial dans la protection cellulaire contre les
phénomenes de stress oxydant, son efflux massiftifedmort sélective par apoptose de ces
cellules résistances. Ce nouveau profil pharmadapleg posseéde I'avantage de cibler

uniquement les cellules cancéreuses tout en édgangffets secondaires dus a l'action des
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agents anticancéreux sur les cellules saines. tapamil, inhibiteur de référence de la P-gp,
s’avere étre un tres bon candidat pour la sengilmbllatérale de MRP1. Mais, en raison de sa
forte cardiotoxicité aux concentrations thérapawggyutilisées, de nombreuses études se sont
tournées vers les flavones. En effet, des travaatérigurs ont démontré I'efficacité de
certains dérivés de flavone dans I'induction dsdasibilité collatérale. Dans le cadre de cette
these, nous avons ainsi conduit un travail de paeomodulation afin de mettre au point de
nouveaux ligands de MRP1 capables d’induire unesilsiité collatérale sur des cellules

cancéreuses résistantes.

Le dernier volet de ce travail, minoritaire et alisgu cadre initial de cette these, porte sur la
synthése biomimétique du tramadol, alcaloide caetcproduit par synthése, découvert en
forte concentration au sein d’extraits d’'un arbwdtecain, leNauclea latifolia Nous sommes
parvenus, dans le cadre de cette étude, a progbsealider partiellement une synthese
biomimétique du tramadol, venant soutenir fortem#rypothése d’'une origine naturelle du

composé au sein de la plante.

Dans ce manuscrit, nous allons aborder les tragaukgnés ci-dessus selon le plan suivant :
apres une introduction sur le cancer et ses géésradur les transporteurs ABC ainsi que sur
le phénotype de résistance, les travaux réalisédesuprotéines ABCG2 et MRP1 sont

présentés. L'étude de chacune des deux protéimetitc@ un chapitre indépendant (chapitre
2 et 3). Le dernier chapitre porte sur les travankepris sur la synthese biomimétique du
tramadol. Pour finir, la partie expérimentale, iblibographie puis les annexes viennent clore

ce manuscrit.
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CHAPITRE 1. RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

. Le cancer et le phénotype MDR

[.1. LE CANCER

Le corps humain est constitué de cellules dontdewres, les tailles et les fonctions sont trés
diverses. Suite a différents évenements généticpresuisant a la mutation de certains genes,
certaines cellules deviennent indisciplinées eistaéstes aux systemes de réparation de
I'ADN et a I'apoptose, processus de mort programmés cellules. Ces cellules, appelées
cellules cancéreuses, sont donc des cellules edtérapables de se multiplier de maniére
anarchique, de s’adapter, de survivre et de sémiser au sein de I'organisme. Les cellules
cancéreuses commencent a proliférer conduisanfartaation de regroupement de cellules

anormales appelées tumeurs. Une tumeur deviengmealorsque les cellules cancéreuses
débutent leur migration vers d’'autres orgamisle sang ou la lymphe : on parle alors de
meétastases. Il existe plus d'une centaine de candéfinis en fonction de la cellule initiale

dont ils sont issus. Une meilleure compréhensiandiféérents mécanismes et des molécules
impliquées dans leur développement a permis la @is@oint de nouveaux traitements et

médicaments.
|.2. LES TRAITEMENTS

La chirurgie, la radiothérapie et la chimiothéramienstituent aujourd’hui les grandes
catégories de traitement des cancers. Ces traiterdépendent du type de tumeur et de leur
gravité. Ces stratégies peuvent étre mises en cindépendamment, employées

successivement ou associées les unes aux autres.
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1.2.1. La chirurgie

La chirurgie est un traitement locorégional quinpetr d’extraire les tumeurs les plus
importantes. Ce traitement est en général précqmisg le cas des tumeurs solides, non
métastatiques. Néanmoins, elle ne peut éliminetesoles cellules cancéreuses et doit étre
souvent assistée de traitements complémentaires dele la radiothérapie ou la

chimiothérapie.

1.2.2. La radiothérapie

La radiothérapie est également un traitement Iggon@l des cancers. Cette technique
consiste a utiliser des rayonnements capablesérialtia composition de l'information
génétique des cellules cancéreuses afin de leserencapables de se reproduire, tout en

préservant le mieux possible les tissus sainseairiganes a proximite.

Les traitements par chirurgie et radiothérapie eatrent leur action au niveau de la tumeur et
de sa région avoisinante. Cependant, en cas desrcamc phase de généralisation, les

traitements les plus efficaces sont les traitemgyggemiques tels que la chimiothérapie.

1.2.3. La chimiothérapie

Les traitements par chimiothérapie consistent &ctey, le plus souvent par voie
intraveineuse, des substances xénobiotiques ddmit lest d'enrayer ou de ralentir I'évolution
de la prolifération des cellules tumorales. llgilsd@nt dans le cas de métastases ou de cancers
non localisés, comme ceux qui atteignent les gksbldlancs. Les médicaments employeés
tuent les cellules en agissant sur I'ADN, sur I'ABRINsur les protéines des cellules, bloquant
certaines étapes de la division cellulaire.

La chimiothérapie peut présenter quatre object#fsndtts :

- la chimiothérapie a visée curative dont I'objectif est de détruire toutes les cakul
cancéreuses métastatiques. C’est l'unique traiternapable de traiter les cancers non
localisés comme les leucémies ou les cancers disééra

- la chimiothérapie néo-adjuvantequi permet de réduire la taille de la tumeur avamt

traitement localisé (chirurgie ou radiothérapie) ;
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- la chimiothérapie adjuvante qui permet d’éliminer les cellules cancéreuses
résiduelles éventuelles apres un traitement lazalis

- la chimiothérapie palliative dont I'objectif n'est pas de guérir du cancer mags
ralentir I'évolution de la maladie. Elle permet slsulager et de prolonger I'espérance de vie

des patients.

Les agents anticancéreux peuvent étre classéslealomécanisme d'action thérapeutique :

- les agents antimétaboliteslls inhibent la synthése des acides nucléiquesmigre
étape nécessaire a toute multiplication cellul&e.peut citer le méthotrexateigure 1) qui
inhibe la dihydrofolate réductase, enzyme capitias le métabolisme de l'acide folique,

indispensable a la synthése de bases nucléitjues ;

o O, OH
NH, N
N H OH
NZ | j/\N
|
)\\N 7 o)

Figure 1: Structure du méthotréxate.

HoN

- les inhibiteurs d’enzymes impliquées dans la syntisé d’ADN.? Les inhibiteurs de
la topoisomérase | empéchent la reconstitutionrdudADN apres le clivage, inhibant ainsi
la synthése d’ADN. Parmi ces inhibiteurs, on pétetrd’irinotécan et le topotécarrigure 2).
Les inhibiteurs de la topoisomérase Il conduisentaarupture des brins d’ADN. La
doxorubicine et la mitoxantrone font partis de eetasse d’inhibiteurs. Ces deux inhibiteurs

sont également des agents intercalants d’ADN ;

Figure 2: Structure de l'irinotécan et du topotécan.
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- les agents alkylantslls créent un lien chimique covalent fort avec mesléotides de
la chaine ADN empéchant la réplication et conduigata mort cellulaire. C’est le cas du

cisplatine® un complexe a base de platifégire 3) ;

CI/‘Pt,\NHg,
ClI” “NH,3

Figure 3: Structure du cisplatine.

- les agents intercalants lls s’intercalent entre les brins d’ADN et condins a
I'altération de la réplication et de la transciptide '’ADN. On peut citer la daunorubicine
(Figure 4) ;*

Figure 4 : Structure de la daunorubicine.

- les poisons du fuseau cellulairg lls agissent pendant la mitose, lorsque les
chromosomes dédoublés migrent le long des tubulelmiskau cellulaire, vers un des deux
poles, avant la séparation des cellules. lls erdrdiune désorganisation des chromosomes au
moment de la mitose. La vincristine, le paclitaxglxol) et son analogue, le docétaxel

(taxotére), font partis de cette classe d’anticencéFigure 5).% 7

Vincristine Paclitaxel (taxol) Docétaxel (taxotére)

Figure 5: Structure de la vincristine, du paclitaxel etdhcétaxel.
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- les inhibiteurs de la tyrosine kinase lls bloquent les tyrosines kinases, protéines
impliquées dans le processus de transduction chalsigt intervenant dans l'initiation, la
croissance et la genéese des tumeurs humaines. Begririhibiteurs, on peut citer I'imatinib,
premier inhibiteur de la tyrosine kinase utilis&@succes dans les tumeurs solides ou encore

le sorafénib Figure 6).8

Imatinib Sorafénib

Figure 6 : Structure de l'imatinib et du sorafénib.

D’autres thérapies ciblées, telles que I'hormon@tpi&, I'immunothérapie ou encore les
anticorps monoclonaux émergent afin de réduireelifsts néfastes sur les cellules non

cancéreuses.

Dans certains cas, les cellules tumorales sont euednent résistantes aux agents
anticancéreux, conduisant ainsi a I'échec du watd : on appelle ce phénomeéte

chimiorésistance ou phénotype MDRMultidrug resistancg

1.3. LE PHENOTYPE MDR

L’efficacité de la chimiothérapie peut étre limitgar le développement d’'une résistance des
cellules cancéreuses envers l'agent anticancérenplogé. Cette résistance peut étre
naturelle. En effet, certains cancers, tels quechkscers du rein ou de la thyroide, sont
naturellement résistants a tous les agents angcamc. Dans d’autres cas, les cellules
cancéreuses, dans un premier temps sensibles,éemufuiune résistance au cours du

traitement. Plusieurs mécanismes peuvent conduire &ésistance~{gure 7).°
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® ¢ Diminution de la
e o pénétration du
® médicament

Efflux des
médicaments

Altération du
métabolisme du
médicament

Altération de la
cible du
médicament

Altération des mécanismes
d’apoptose

Figure 7 : Représentation des différents mécanismes deagsesde la cellule face aux agents anticancéreux.

Parmi ces mécanismes, on retrouve :
- la diminution de la pénétration des agents anticar@eux au sein de la celluleune
mauvaise vascularisation ou la présence de basrigedles que la barriere hémato-

encéphaliques, peuvent rendre difficile 'acce$isibdes médicaments aux cellules ;

- le métabolisme du médicament Au sein de I'organisme, I'agent anticancéreuxtpeu
subir des processus de métabolisation qui compnéntreis phases: la phase |, ou
métabolisme oxydant, au cours de laquelle les raéukats sont métabolisés par des enzymes
tels que les cytochromes P4%00n peut citer 'enzyme CYP3A4 impliquée dans la
métabolisation du docétaxel en son dérivé hydromaétif!l 2 Le paclitaxel est également
métabolisé par CYP3A4 mais aussi par I'enzyme CYP2Qes xénobiotiques peuvent
également étre métabolisés par des enzymes de fHhpae conjugaison, notamment au
glutathion (GSH)yia I'activité de la glutathion-S-transférase (GSTgslenzymes de phase I
protégent généralement les cellules normales dtagamdogenes ou exogenes électrophiles
induisant un stress oxydant. Ces agents sont atmpigués au GSH afin de former des
complexes GSH-agents moins toxiques et facilememtsportables hors des cellules. Ce
méme mecanisme est observé chez les cellules eaisedrconduisant ainsi a une résistance
aux agents antinéoplasiques en réponse au stregmnixinduit!* > Ces métabolites
conjugués sont ensuite transportés hors de lalealla des transporteurs membranaires

constituant la phase Il ;
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- l'altération de la cible du médicament. on peut observer des altérations
guantitatives de la cible par augmentation de tecentration de la cible (la concentration de
médicament devient alors insuffisante) ou diminuti@ la concentration de la cible (comme,
par exemple, la diminution du taux de topoisomérage réduit I'activité des inhibiteurs de
ces enzymes). Des altérations qualitatives telles dps mutations génétiques ponctuelles
peuvent également modifier la cible. Des modifmagi conformationnelles peuvent empécher
la reconnaissance du principe actif. Par exemme,dutations dans le géne codant pour la
topoisomérase Il conférent une résistance a I'éioleoou a 'amsacriné®;

- 'accroissement de la réparation des lésions de IN: Il existe plusieurs
mécanismes de réparation de '’ADN qui permettert@allules cancéreuses d’échapper a la

cytotoxicité induite par les agents anticancéreux ;

- la mutation de protéines impliquées dans le mécamee d’apoptose: on observe
I'inactivation de protéines pro-apoptotiques telge da protéine p53, mutée dans 50% des
cancers, induisant I'échec de I'apoptose et donchleniorésistancé’ La surexpression de

protéines anti-apoptotiques telles que la protéBa-2® 1°

ou la protéine TCTP
(Translationally Controlled Tumor Proteirpeuvent également étre a I'origine du phénotype

MDR ;%°

- la diminution de 'accumulation intracellulaire des médicaments: la surexpression

de protéines membranaires, agissant comme pompéhia et capables de transporter les
agents anticancéreux hors des cellules cancéreapggine une réduction de leur
concentration intracellulaire et donc de leur efitdé. Les cellules développent alors une
résistance croisée a un grand nombre de xénobéstiguesentant une variété chimique et
fonctionnelle étendue. Les protéines membranaingsliquées dans ce phénotype MDR

appartiennent a la superfamille densporteurs ABC (ATP-Binding Cassetle
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. Les transporteurs ABC

I.1. GENERALITES

Les transporteurs ABConstituent une large famille de protéines que femouve dans tout
le régne vivant. En 1986, Higgins décrit pour l@miere fois une famille de protéines
bactériennes se liant & 'ATP et impliquées dansdesport de composés (substratsles
protéines membranaires sont capables de transporigrand nombre de substrats endogenes
ou exogenes, des ions aux macromolécules, enantill®nergie fournie par I'hydrolyse de
ATP.

Les transporteurs ABC comportent tous un domaiaestnembranaire variable (TMD pour
« TransMembrane Domais) et un domaine nucléotidiqgue cytoplasmique (NBDur
«Nucleotide Binding Domain) relativement conservé entre tous les transpiateles
transporteurs membranaires peuvent étre divisédeen groupes, les exportateurs et les
importateurs. Tandis que les bactéries emploienéXportateurs et les importateurs ABC, les
eucaryotes quant a eux possedent, hormis quelguept®ns, uniguement des exportateurs.
ChezEscherichia coli 5% de la totalité du génome code pour ces trateyrs ABC qui sont
au nombre de 8%.Le génome des plantes en comporte plus de&3100.

On dénombre 48 genes distincts codant pour lespgoateurs ABC dans le génome humain.
Ces génes peuvent étre divisés en sept sous famifiinctes, de AB& a ABCG, et classés
selon leur organisation structurale et ’lhomolagdgeleurs acides aminégableau 1).24
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Symbole Alias Geéne Expression Fonction
) Efflux des phospholipides et du
ABCA1 ABC1 9g31.1 Nombreux tissus i
cholestérol
ABCA2 ABC2 9934 Cerveau Résistance aux médicaments
ABCS3,
ABCA3 16p13.3 Poumons
ABCC
1p22.1- Rétines, cellules o
ABCA4 ABCR i . Efflux de laN-rétinylidiene-PE
p21 photoréceptrices
ABCA5 17924 Muscles, cceurs, testicule
ABCAG6 17924 Foie
Leucocytes, thymus, rate
ABCA7 19p13.3
moelle osseuse
ABCAS8 17924 Ovaires
ABCA9 17924 Coeur
ABCA10 17924 Muscles, cceur
ABCA12 2034 Estomac
ABCA13 7pll-ql1l Faible dans tous les tissus
PGY1, Glandes surrénales, rein
ABCB1 7p21 MDR
MDR cerveau
ABCB2 TAP1 6p21 Nombreux tissus Transport de pegtid
ABCB3 TAP2 6p21 Nombreux tissus Transport de peptides
) Transport de phosphatidylcholine
ABCB4 PGY3 7921.1 Foie o
biliaire
ABCB5 7pla Nombreux tissus
ABCB6 MTABC3 2036 Mitochondries Transport du Fer
Xql2- i .
ABCB7 ABC7 . Mitochondries Transport de cluster Fe/S
q
ABCB8 MABC1 7936 Mitochondries
ABCB9 12924 Cceur, cerveau
ABCB10 MTABC2 1942 Mitochondries
ABCB11 SPGP 2924 Foie Transport de sels biliaires
ABCC1 MRP1 16p13.1 Nombreux tissus MDR
ABCC2 MRP2 10924 Foie Efflux d’anions organiques + MDR
ABCC3 MRP3 17921.3 Foie, intestins, poumons MDR
ABCC4 MRP4 13932 Prostate Transport de nucléosides
ABCC5 MRP5 3927 Nombreux tissus Transport de nsities
ABCC6 MRP6 16p13.1 Reins, foie
ABCC7 CFTR 7931.2 Tissus exocrines Canal ions cindsr
Régulation de canaux potassiques
ABCCS8 SUR 11p15.1 Pancréas

ATP-dépendants
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ABCC9 SUR2 12pl12.1 Cceur, muscles Régulation deusgpatassiques
ATP-dépendants
ABCC10 MRP7 6p21 Faible dans tous les tisst
16q11-

ABCC11 Faible dans tous les tissus
qlz2
16q11- ) _
ABCC12 Faible dans tous les tisst
ql2
ABCD1 ALD Xq28 Péroxysomes Transport d’'acides grdsngue chaine
ALDL1, 12g11- i )
ABCD2 Péroxysomes Transport d’acides gras
ALDR gl2
PXMP1, _
ABCD3 1p22-p21 Péroxysomes Transport d’acides gras
PMP70
PMP69, )
ABCDA4 14924.3 Péroxysomes Transport d’acides gras
P70R
OABP,
ABCE1 4931 Ovaires, testicules, rate Inhibiteurs debdanucléase L
RNS4|
ABCF1 ABC50 6p21.33 Nombreux tissus
ABCF2 7936 Nombreux tissus
ABCF3 3925 Nombreux tissus
ABCS, .
ABCG1 _ 21922.3 Nombreux tissus Transport de cholestérol
White
ABCP,
ABCG2 MXR, 4922 Placenta, intestins MDR
BCRP
ABCG4 White2 11923 Foie
ABCG5  White3 2p21 Foie, intestins Transport de stérols
ABCGS8 2p21 Foie, intestins Transport de stérols

Tableau 1: Liste des transporteurs ABC humains.
1.2. TOPOLOGIE GENERALE DES TRANSPORTEURS ABC
Malgré leur diversité, les transporteurs ABC présendes homologies de structure.
[1.2.1. Les domaines transmembranaires (TMDs)
Pour la plupart des transporteurs ABC eucaryotesque TMD est constitué de 6 héliees
transmembranaires. Néanmoins dans certains cggeuwrdénombrer 5 a 11 hélices pour un

méme TMD?® Un transporteur contient ainsi entre 12 et 20 ssgstransmembranairés?’
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Les hélicesa-transmembranaires des deux TMDs sont disposée®rtie qu'elles puissent
former un passage transmembranaire a travers léegislubstrats pourront étre transportés.
Les TMDs sont reliés par des boucles extracellegaiet intracellulaires pouvant étre
importantes dans la reconnaissance des substeats, ld mécanisme de transport ou dans
I'interaction avec les NBD€ Tout en possédant une topologie similaire, les BMi2
présentent généralement qu’une faible conservateoséquence entre les transporteurs. Ce
mangue de conservation de structure primaire estnient lié a la diversité des substrats que
sont capables de transporter les transporteurs ABC.

Des études cristallographiques et de mutagénesguart le comportement différent des
substrats sur les transporteurs ABC. Pour un graochbre d’entre eux, tels que le
transporteur maltose MalK issuEicherichia colf® 30 le substrat interagit en un point
distinct avec les résidus des hélicesransmembranaires. Au contraire, pour d’autres
transporteurs, tels que la protéine P-gp, différesites d’interaction avec les substrats se

chevauchant ont été décrits faisant de cette pi@ién transporteur polyspécifigefes?

[1.2.2. Les domaines nucléotidiques cytoplasmiques (NBDS)

Grace a la forte conservation de leurs motifs,NBDs représentent la marque de fabrique
des transporteurs ABC. Les NBDs constituent le omoémergétique des transporteurs ABC.
En effet, TATP se fixe au NBDs et s’hydrolyse afite fournir I'énergie nécessaire au

transport de substrats.

Un grand nombre de structures cristallographiques MBDs, telles que les structures de
I'histidine perméasé& de Rad5® et de MJO798 ont déja été résolues permettant une
meilleure compréhension de leur structure et de flmactionnement. Ces études ont permis

I'identification d’acides aminés clés présents dasanotifs des NBDs.

Les NBDs sont constitués d’un sous-domaine prin@patenant les motifs Walker A et B et
d’'un sous-domaine hélicoidal contenant la signaBur€e dernier motif est attaché au premier
de maniere flexible par la bouclevia sonN-terminal et par la boucle Pxia sonC-terminal
(Figure 8). 36
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C-terminus

D-helix
Q-loop

Signature
sequence

S
A
4 X-loop
Core Helical
subdomain subdomain

Figure 8: Structure d’un NB® Le sous-domaine principal est coloré en gris sbles domaine hélicoidal est

coloré en vert. Certaines séquences consensusgiét sumt représentés ainsi qu'une molécule d'ATP.

Chacun de ces motifs, détaillés ci-dessous, joudlerunique dans I'hydrolyse de I'ATP:

- les motifs Walker A et Walker B,*” communs aux protéines qui fixent et hydrolysent
I'ATP. Le motif Walker A permet la liaison & TATRDP par la chaine phosphafd.e motif
Walker B possede un résidu d’acide aspartique fotmae liaison de coordination avec I'ion
magnésium, cofacteur nécessaire a I'nydrolyseAlER’ ;*°

- le motif Signature S (ou motif C) caractérisé par la séquence consehSGGQ,
situé entre Walker A et Walker B. Ce motif est cégdstique des transporteurs ABC. Il
permet une interaction avec le phosphate I'ATP ;

- la boucle H impliquée dans la réaction catalytique d’hydrelge I'ATP ;

- la boucle Dpermet I'interaction entre les 2 NBDs pendant larfation du complexe
liant FATP et I'ion magnésium ;

- la boucle Qrelie les deux lobes des NBDs et est impliquée dansansmission
d’énergie aux TMDs ;

- la boucle Aaide a positionner 'ATP dans le site catalytiquécg aux interactions

entre les noyaux aromatiques du résidu tyrosime ¢ATP.
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[1.2.3.  Organisation générale des transporteurs ABC

Comme nous l'avons vu précédemment, ces transpsrfeBIC comportent quatre domaines
distincts, deux NBDs, sieges de I'hydrolyse de IRA€t deux TMDs, lieu de fixation et de
passage des substrats. Ces quatre domaines palmgatniser de différentes facons. Chez
les bactéries, ces quatre domaines peuvent éte laciorme d’'une combinaison de sous
unités individuelles ou appariées ou une combimaigdNBDs et/ou TMDs fusionné$Chez

les eucaryotes, la majorité des transporteurs ABf sonstitués d'un seul polypeptide
comportant ces quatre domaines fonctionnels. @artapont constitués a partir de demi—
transporteurs assemblés sous la forme d’homodinoerehétérodimeres. L'organisation des

guatre domaines la plus répandue est représentédatagure 9.

Membrane cellulaire

COOH

NH,

Cytoplasme

Figure 9: Topologie générale des transporteurs ABC.

A I'heure actuelle, I'obtention de structures aibhes 3D haute résolution de protéines
membranaires reste encore un challenge pour lagsoktructurale. A ce jour, les structures
de plus d’'une dizaine de transporteurs seulemerétérnrésolues. Parmi eux, les transporteurs
d’origine procaryote sont :

- BtuCD, importateur de la vitamine B1%;

- le transporteur ABC codé par les géhg$470 et H11471 ;%

- Sav1866 un transporteur ABC bactérieRigure 10A) ;28

- MsbA ;%2

- le transporteur du maltose; 2% 43 44

- le transporteur de molybdatéodB2C2% complexé avec sa protéine de liaison ModA
ainsi que le transporteur molybdate/tungskatelBC ;4°

- le transporteur de méthionindetNi ;*’

- I'hétérodimeérerM287/288:48
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- le transporteur antibactéridmcjD .4°

La P-gp deCaenorhabditis eleganshez le nématode a également été résdhiasi que les
transporteurs ABC mitochondriadtm1°! et NaAtm1.%?

Pour finir trois structures ont été résolues cleszhammiféres :

- ABCB10, un demi-transporteur de la mitochondrie chezntihee Figure 10B) ; >3
- la glycoprotéine Pmurine Figure 10C) ; %4

- un homologue de la P-gBmABCB1.%°

A) B) ®)

5, EGLY —ECL1

Figure 10: Structures cristallographiques de Sav1866*fA)ABCB10 (B)® et de la P-gp murine (CJ.

Ces structures tridimensionnelles soulignent Igdarariabilité conformationnelle au sein des
transporteurs ABC. La plupart de ces structures éétrésolues dans leur conformation
« inward-facing », pour laquelle les TMDs s’ouvremrts le cytoplasme, en présence ou en
absence de nucléotides. De plus, ont été obsediféentes amplitudes de séparation des
NBDs selon les especes. Les structures cristallieeconformations « outward facing » pour
lesquelles les TMDs s’ouvrent vers le milieu extthdaire ont été observées uniqguement
chez deux protéines procaryotes liées a un nudid®avl866 et MsbA). La résolution
récente de I'exportateur antibactérien McjD dane aanformation intermédiaire entre les
conformations « outward-facing » et « inward-facingpermettra d’apporter de nouveaux

éléments quant a la compréhension du mécanismartsport de ces protéines ABT.
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11.3. MECANISME DE TRANSPORT DES PROTEINES ABC

Afin d’assurer leur fonction de transport, les piés ABC doivent posséder deux NBDs.
Ces deux NBDs forment un dimére symétrique de cardtion « téte béche » au sein duquel
s’insérent deux molécules d’ATP prises en « sandwiclans deux cavités différentes. Au
sein de ce qu'on appelle alors le «dimére sandwichne molécule d’ATP se lie par
lintermédiaire du motif Walker A a NBD1 et parrtermédiaire de la séquence signature a
NBD2 et inversement pour la seconde molécule d’AFRure 11). La formation de ce
dimere sandwich des NBDs apporte I'énergie nécessai changement conformationnel des
TMDs 38

Figure 11: Structure d’'un dimére de NBB%Les sous-domaines principaux sont colorés eregliss sous-

domaines hélicoidaux sont colorés en vert.

A partir des données biochimiques, biophysiquestricturales a disposition, plusieurs
modeles du cycle de 'hydrolyse de 'ATP ont été il point. Trois modeles se démarquent
des autres, le modéleSwitch » développé par Higgins et Lintdh,*le modéle «<onstant
contact» développé par Jones et Ge6fge, dans sa continuité, le modél®eciprocating

twin channel » 3" Nous nous focaliserons sur les mécanismes destatguos ABC.

11.3.1. Le modéle « Switch »

Le modéle« Switch 3% °° suppose que le transport de substrat résulte dilteenance de
changements conformationnels des NBDs et TMDs. b&un du transport consiste en un
« switch » on/off entre deux formes des NBDs, I'gtant un dimere fermé de NBDs a

linterface duquel deux molécules d’ATP sont intdées ou « prise en sandwich », la
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seconde étant une forme ouverte dissociée résudlgattydrolyse de I'ATP et de la libération
d’ADP et de phosphate inorganique (Pi). Le passbgta forme fermée a la forme ouverte
des NBDs induit un changement de conformation d®9J qui facilite la translocation du
substrat. A I'inverse, le passage de la forme devéila forme fermée permet de réinitialiser

le transporteur pour un prochain cycle de transport

T j
*3

Open dimer l Closed dlmer
Step IV m % @ Step Il
ADP
ADP

Figure 12: Schéma représentant les étapes du modéle « Switalcycle de transport d’un exportateur ABC.

ADP P
ADP

En jaune et orange sont représentés les deux THM@srese et bleu les deux NBDs.

A I'état de repos, les NBDs sont dissociés et memsepeu d’affinité pour I'ATP. Les TMDs
(dont le site d’interaction avec le substrat eptésenté en rouge surbgure 12) présentent
une forte affinité avec le substrat. Les différerdtapes se déroulent de la maniéere suivante:
- étape 1 le cycle de transport démarre par interactiomeele substrat et le site de
haute affinité des TMDs. L'affinité des NBDs pol&TP augmente. Deux molécules d’ATP
viennent alors se lier aux NBDs afin de former Iem@éte de NBDs. Cette étape peut
légérement varier selon les transporteurs ;

- étape 2 la formation du dimére de NBDs induit un changetnconformationnel des
TMDs de telle sorte que le site de forte affini@@le substrat se retrouve exposé au milieu

extracellulaire, son affinité est donc réduiteeetlibstrat est libéré ;
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- étape 3 I'ATP est hydrolysée pour former un état de $iiaon intermédiaire. Pour la
plupart des transporteurs, I'hydrolyse des deuxémdés d’ATP est séquentielle. Pour
certains, uniquement une molécule d’ATP sera hydéd ;

- étape 4 le phosphate inorganique puis I’ADP sont libeépeErmettant au transporteur

de retrouver sa conformation initiale.
11.3.2. Le modele « Constant contact »

Contrairement au modéle « Switch », le modéle «s@m contact » suppose que les deux
NBDs restent constamment en contact. Les moléadilda$P de chaque cavité seraient
alternativement hydrolysées, le relargage de I'ATRlu phosphate inorganique s’effectuant
dans un site ouvert pendant la réaction d’hydrotieséa molécule d’ATP de l'autre site fermé
et ainsi de suité® L'un des sites s’ouvre suffisamment pour permelirdibération des
nucléotides, ne nécessitant ainsi pas I'ouvertareptéete du dimére de NBDs. Puis ce site va
interagir avec une molécule d’'ATP puis se fermedis que le site opposé s’ouvrira pour

relacher 'ADP et le phosphate inorganique. Puisylde recommencd-{gure 13).

|€TP

<«Jaop
11

ATP
e -

v
>

Figure 13: Représentation du cycle catalytique d’hydrolyed’ TP selon le modéle « constant contaét ».

Ces travaux se basent ainsi sur I'idée d’'un fomctgonent en décalage a « 180° » des NBDs.
Cette idée fut par la suite exploitée par la mémeipe et appliquée a I'ensemble du

transporteur pour conduire & un nouveau modeélenol@éle « reciprocating twin channet’.
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[1.3.3. Le modele « Reciprocating twin channel »

Dans ce nouveau modele, deux voies de translocdésrsubstrats séparées fonctionnent de
manieére décalée et alternative au sein des TMDsleemaniére couplée avec les cycles
catalytiques de I'hydrolyse de I'ATP au sein desD¢BLa séquence de liaison a 'ATP, de
son hydrolyse, et de la libération des produitsldairolyse dans chaque site actif des NBDs
est directement couplée a la séquence analogueaidenl de substrat, translocation et

libération du substrat au sein de I'une des delesvde translocation au niveau des TMDs.

| 2 p

3
o t o <>
~ O

ATP @ y ATP @ \ m

. ADP

|

B
(=) Oks

ATP

N

* ol

ATP

® g j
& ® ;
OR O \, @

ADP

8 7 6 3

Figure 14: Le modéle « Reciprocating twin channel » pourelgsortateurs ABC? Les TMDs sont représentés
par des rectangles gris. La ligne verticale lesatgoant sépare les deux voies de translocatiopectgement
nommeées voie 1 (a gauche) et voie 2 (a droitepdist noir symbolise le substrat. Les sites desdias avec le
substrat sont indiqués par des demi-cercles pswdeformations « inward-facing » et « outwar-fgcin par
des cercles pour les états liés au substrat ees#ga au sein de la voie de translocation, puis koforme d’un
losange pour les états non liés a un substratsites actifs des NBDs sont représentés par unbtamd pour
les sites ouverts et par un ovale noir pour lesgitcupés. Le site NBD de gauche se nomme sttke bige
NBD de droite site 2. Les lettres L et H réferergpectivement a basse affinité et haute affinité pATP.
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Les différentes étapes de ce mécanisme $aguiie 14) :

- étape 1 le transporteur est sur le point de se lier suipstrat au niveau du site de
haute affinité en conformation « inward-facing »laeoie 2. Le substrat transporté attend sa
dissociation au niveau de la voie 1 ;

- étape 2 le substrat se lie au niveau de la voie 2, lastnbstrat est libéré de la voie
1;

- étape 3 I'ADP est libéré du site 2 des NBDs pour adoptee conformation de faible
affinité avec I'ATP. Le substrat au sein de la v@iest séquestré du cbté cytosolique de la
membrane. Le transporteur est alors capable d’lhyakpl’ATP ;

- étape 4 les produits de I'hydrolyse de I'ATP (ADP et Blians le site 1 stabilisent la
configuration dans laquelle le substrat dans la 2oést séquestré du coté extracellulaire de la
membrane ;

- étape 5 la liaison de 'ATP au site 2 provoque une isasation du transporteur qui
entraine I'ouverture du site 1 relié a I'ADP, bleqliATP dans le site 2, régénere la
conformation de haute affinité « inward-facing »l@eoie 1, et présente le substrat transporté
par la voie 2 au milieu extracellulaire.

Lors des étapes 6 a 8, les enchainements se rep&Etgmoquement dans les voies 1 et 2 afin

de compléter le cycle.

Pour conclure, le mécanisme moléculaire des trateyns est encore peu connu bien que
beaucoup étudié. Les différentes théories avanééas I'objet d'un grand nombre de
controverses. En effet, les structures cristallplgigues des deux transporteurs humains, P-gp
murine et ABCB10 Figure 10) indiquent que les NBDs passent par une forme roeve
favorisant ainsi I'hypothése du modeéle « SwitclCependant, ces structures représentent les
images des protéines figées et donc potentiellendéférentes de leur comportement
dynamique. Une étude récente par microscopie éld@que souligne la flexibilité de ces
transporteurs lors du processus de transport ebukéenles tres nettes différences existantes
entre deux modéles, MsbA et Pl est ainsi considéré comme acquis que les mécas

de transport different entre les transporteurs AB@ autres études sont ainsi nécessaires afin

d’étayer les différentes hypotheses.
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11.4. PATHOLOGIES ASSOCIEES AUX TRANSPORTEURS ABC
HUMAINS

[1.4.1. Les pathologies génétiques

Les transporteurs ABC humains sont impliqués daxpdrt cellulaire d’'un grand nombre de
molécules incluant le cholestérol et les stérads, lpides et des dérivés de I'acide rétinoique,
de I'acide biliaire, du fer, des nucléosides opdptides. L’altération du transport de l'une de
ces substances conduit a un grand nombre de malgéeiétiquesi@bleau 2.

De plus, certains transporteurs ABC humains, exgsirdans la région du cerveau, sont
impliqués dans la maladie d’Alzheimer. Les sympténde cette maladie ont pour origine
'accumulation de peptideB-amyloides dans les cellules neuronales. Cettenadation,
issue d’'un déreglement de la formation ou de laatigion de ces peptides, peut étre due a
certains transporteurs ABC impliqués de maniereectdr ou indirecte. Parmi ces
transporteurs, on retrouve ABCA1/A2, ABCB1, ABCCHBCG1/G2/G4! et plus
récemment ABCAP?

Nom commun Nomenclature HUGO Maladie associée
ABC1 ABCA1 Maladie de Tangié&t ¢4
ABCA3 Syndrome de la cataracte-microcoffiée
ABCR ABCA4 Maladie de Stargardt/ Dégénérescence maculair@ liéget
ABCA12 Ichtyose congénitele®®
ABCA13 Maladies psychiatriqués
TAP1/2 ABCB2/3 Immunodéficiencés’
SPGP/MDR?2 ABCB4/B11 Cholestase intrahépatique familiale progredsie
ABCB6 Dyschromatose universelle hérédit&ire
ABC7 ABCB7 Anémie sidéroblastique et atakie
MRP2 ABCC2 Syndrome de Dubin-John&on
MRP6 ABCC6 Pseudoxanthome élastiqiie
CFTR ABCC7 Mucoviscidogé
SURL1/2 ABCCS8/9 Hyperinsulinisme familidP- &
ALD ABCD1 Adrénoleucodystrophfé
PMP70 ABCD3 Syndrome de Zellweg&r
BCRP ABCG2 Goutt& 8
ABCG5-G8 Sitostérolémig" 8¢

Tableau 2: Maladies génétiques associées aux transporte®i@s A
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[1.4.2.  Les transporteurs ABC impliqués dans le phénotype IR

Certains transporteurs ABC sont largement expridags le foie, le placenta et au sein de la
barriere hémato-encéphalique ou ils sont impliqdéss la détoxification contre des
molécules organiques hydrophoBé€ependant, lorsque ces transporteurs sont suneggri
au sein des membranes plasmiques des cellulesreane8, ils sont alors capables de
transporter activement les agents anticancéreuxuigént ainsi leur concentration
intracellulaire et donc leur efficacité et conduisa I'échec du traitement par chimiothérapie.
Ce mécanisme de résistance a été décrit pour taigne fois en 1973 par I'équipe de Dano
qui a observé un transport massif de daunomycirgeaude cellules cancéreuses résistantes
de I'ascite du carcinome d’Ehrliéf.

Le premier transporteur impligué dans le phénotyiizgR identifié est laglycoprotéine P,
appelée aussi P-gp, ABCB1 ou MDR, découvert paguiige de Juliano en 1976.La
seconde protéine identifiée est la protéine cogant le géne ABCC1 appelédéultidrug
resistance associated protein @u MRP1 et découverte par I'équipe de Code en 19%ar

la suite, tous les transporteurs appartenant @ua-famille C, a I'exception d’ABCC6 et
ABCC12 se sont révélés étre impliqués dans le glggaoMDR?! Pour finir, la derniére
protéine a étre impliquée dans le phénoméne deiatégistance est la protéid8CG2 ou
BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) découpartelusieurs équipes vers la fin des

années 9% 93 94

[1.4.3.  Lutte contre la chimiorésistance due aux transporters ABC

Afin de contrecarrer la chimiorésistance induiter pes transporteurs ABC, différentes
stratégies thérapeutiques, ciblées, alternatives complémentaires aux traitements

conventionnels ont vu le jour, avec plus ou moesuaicces.

11.4.3.1 Le développement d’inhibiteurs des transporteurs @Bdans le but de

resensibiliser les cellules cancéreuses résistantes
L'une des stratégies les plus directes et facilemeitre en place afin de combattre le

phénotype MDR est le développement de nouveaux latedus capables de bloquer I'efflux
induit par les transporteurs ABC. Depuis 1980, dmlreux travaux se sont concentrés sur la
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recherche de modulateurs actifs, sélectifs et peigues des protéines ABC et en particulier

sur la protéine P-gp.

Le premier agent découvert, capable d'inversehnptype MDR induit par la protéine P-gp,
est le vérapamil, identifié en 1981 par I'équipe Tiruo Figure 15).%° Cet antagoniste
calcique est en effet capable de sensibiliser &e®mua la vincristine et a la vinblastine des
cellules leucémiques P388 résistantes. L'annéeastgy cette méme équipe a démontré la
capacité du vérapamil a restaurer la toxicité daesaalcaloides par augmentation de leur
accumulation au sein des cellules résistatttéependant, le vérapamil ne parvient pas a
restaurer la sensibilité a la vinblastine lors thsts cliniques de phase®’ IQuelques années
plus tard, la capacité de la cyclosporine A, umagemunosuppresseur, a resensibiliser a la
vincristine et a la daunorubicine des cellules émicjues lymphatiques humaines résistantes
ainsi qu'a la doxorubicine des cellules du cances goumons résistantes est rapportée
(Figure 15).°® Cependant, tout comme le vérapamil, la cyclosgodAnn’a pas donné de
résultats probants lors des tests cliniciie'$°

Il sera découvert, plusieurs années plus tard, lgueyclosporine A est également capable
d’inhiber l'activité de transport ’ABCG2 et de essibiliser les cellules chimiorésistantes

surexprimant ce transportetyt.
N\)L /B; f\

CN
N
Vérapamil RS W]AN
Cyclosporine A
Figure 15: Structures du vérapamil RS et de la cyclospofine
Au-dela des résultats cliniques décevants, un prnoblde taille s’oppose a l'utilisation du

vérapamil et de la cyclosporine A comme modulatedes la MDR : leur activité

pharmacologique propre qui peut engendrer desseféatondaires severes.
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Afin de maintenir I'effet chimiosensibilisant etndiinuer les effets secondaires du vérapamil

et de la cyclosporine A, d'autres dérivés ont émdris que le SDZ PSC833 (Valspodar),

dérivé de la cyclosporine A et le S9788 dont ladtire se base sur celle du vérapamil

(Figure 16).192 193Cependant, malgré des résult@tsitro prometteurs, ces composés n’ont

pas fourni de réponse clinique favoraiite 1%

- o [N o , HNTo N
: H | 2CH,SOsH
N N NJ\‘/NW/‘\
' o | o)

SDZ PSC833 (Valspodar) S9788

Figure 16: Structures de SDZ PSC833 (Valspodar) et de S9788.

Les inhibiteurs de troisieme génération, tels qiéadridar (GF120918), le tariquidar

(XR9576) et le zosuquidar (LY335979) présentenba meilleurs résultats vitro et in

vivo (Figure 17).106: 197 *élacridar et le tariquidar inhibent égalemenplatéine ABCGZ2%

Cependant malgré de nombreux espoirs, les tesiisjudis conduits sur le zosuquidar n’ont

pas été probant§®

O
CrC
Elacridar (GF120918)

Zosuquidar (LY335979)

Figure 17: Structures de I'élacridar, du tariquidar et dsurpuidar.
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L’analyse de la litérature montre qu’'a I’heure &tie; seuls des inhibiteurs de la protéine P-
gp ont atteint les tests cliniques. Les avancéel®digues et biochimiques réalisées sur les
protéines MRP1 et ABCG2 et leurs structures onivéabintérét suscité par la découverte de
modulateurs ciblant MRP1 et ABCG2. Ainsi la recleradde nouveaux inhibiteurs actifs,
sélectifs et non toxiques de transporteurs ABCerestcore d’actualité et d’'un grand intérét,
en particulier pour ABCG2. En effet, la présenceceite protéine dans les cellules souches,

impliquées dans certains cancers, en fait une biblegique de choix.

11.4.3.2  Méthodes alternatives développées contre le phégoiyDR

Au vue de I'échec au stade clinique d'un grand nentinhibiteurs de la protéine P-gp, de
nouvelles méthodes ont vu le jour afin de contrecda chimiorésistance. Un grand nombre
d’entre elles ont pour cible TARN messager (ARNrh)ensemble de ces techniques sont
largement décrites dans la littératéfParmi ces méthodes, on distingue :

- les oligonucléotides antisensil s’agit de séquences d’acides nucléiques casaib

se fixer sur le brin d’ARNm, permettant de stopleesynthése de la protéine ciblée telle que
la protéine P-gp. Cette méthode a permis de rdsbssi un carcinome humain a la
doxorubicine en réduisant la synthése de la P-gp ;

- les ribozymes « Hammerhead » il s’agit de modules d’ARN pouvant catalyser une
réaction de clivage a un site spécifique de I'ARBEci aura pour objectif de réduire
I'expression des transporteurs ABC ;

- Les interférences sur les ARN les petits ARN interférents (SiRNA) peuvent s li
spécifiguement a une séquence d’ARNm et ainsi ehgrdexpression de genes en clivant
cet ARN. Les siRNA ont déja montré leur efficacéidr différents transporteurs ABC tels
qu'ABCB1, ABCB4, ABCC2, ABCC3 et ABCG2. Les « shtrdirpin RNA » sont des brins
d’ARN qui se replient sur eux-mémes en formant bioecle en épingle a cheveux. Une fois
sorti du noyau, le brin sens est dégradé et leamiisens cible la séquence complémentaire de
’ARNmM et entraine le blocage de la traduction deptotéine. Cette technique a su faire ses
preuvesn vitro sur ABCB1, ABCC2 et ABCG2 mais égalemant/ivo sur ABCBL1.

D’autres méthodes ont également été développdes tgle la régulation transcriptomique,
I'altération de la membrane plasmique, 'encapsoagt les anticorpg ™

- la régulation transcriptomique : différentes stratégies ont été développées afin
d’altérer les voies de signalisation régulant l'egsion des transporteurs ABC. La

modulation de certains genes, tels que LANCL2 iqu#di dans l'augmentation de la
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sensibilité des cellules cancéreuses a la doxangbien diminuant I'expression de la P-gp,
permettrait de lutter contre la chimiorésistance dux protéines ABC. De plus, les protéines
kinases sont impliqguées dans la régulation de tesgion des transporteurs ABC, telles que
la protéine kinase C qui régule la P-gp. Il devigiors possible de diminuer I'expression des
transporteurs en régulant I'activité de ces pre®iinases ;

- I'altération de la membrane plasmique: certains agents sont capables de modifier la
membrane plasmique et ainsi prévenir la surexpres la protéine P-gp ;

- I'encapsulation d’agents anticancéreux dans des liposomes, vas&ah le type de
cellules ciblées, est un moyen de contrecarrehé&ptype MDR. De plus, en supposant que
les transporteurs ABC ne reconnaissent leur subgtra lors de leur passage a travers la
membrane, I'utilisation de nanoparticules lipophitepables d’entrainer le principe actif dans
le cytoplasme puis de le relarguer permettraititeéwson effluxvia les transporteurs ABC ;

- les anticorps monoclonauxusuellement utilisés pour détecter les transpstaBC,

peuvent également étre capables de les inhibest &&as de UIC2 pour la protéine Pigb.

Un grand nombre des méthodes mentionnées précéderarnenduit a d’excellents résultats
in vitro. Cependant, a I'heure actuelle, peu ont été tegtéavo. De plus, suite aux échecs
des études cliniques sur les inhibiteurs de laépretP-gp, pourtant tres actifs vitro, il est
devenu nécessaire de trouver de nouvelles méthaltsatives. Depuis plusieurs années,
une nouvelle stratégie est en train d’émerger.eGallse base sur I'hypersensibilité que
développent les cellules cancéreuses chimiorégestdors des traitements par des agents
anticancéreux'? Il devient alors possible de cibler et d’élimirsglectivement les cellules

chimiorésistantes surexprimant un transporteur ABC.

Dans le cadre de cette these, nous nous sommesss#é aux protéines ABCG2 et MRP1
comme cibles. Le but ultime est de mettre au pdmtnouvelles molécules capables de
sensibiliser les tumeurs résistantes aux traitesneatd’'induire un effet cytotoxique ciblant
sélectivement les cellules tumorales. Ces deuxefmojont étre développés dans les deux
chapitres suivants. Dans un premier temps, aprésniroduction décrivant ABCG2 et son
réle dans la chimiorésistance, nous nous intéressen la conception, la synthese et
I'évaluation biologique de nouveaux inhibiteursifactsélectifs et non toxiques d’ABCG2.
Puis un travail de modélisation moléculaire sereriti@ermettant de mieux comprendre les

interactions entre la protéine et ses inhibiteurs.
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Dans une deuxieme partie, nous aborderons la cbooeda synthése et I'évaluation
biologique de nouveaux modulateurs de MRP1 capabileduire une sensibilité collatérale

et ainsi la mort sélective par apoptose des csliciémiorésistantes surexprimant la protéine.
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Avant-propos

L'un des deux axes principaux de cette these repasde développement de nouveaux
inhibiteurs de la protéine ABCG2, fortement implkgudans le phénotype MDR. Suite a la
découverte au sein du laboratoireMBL-11-141 , un inhibiteur actif, sélectif et non toxique
d’ABCG2, mon travail a consisté en la conceptiansynthése et I'évaluation biologique
d’analogues duBL-II-141 , issus de différentes pharmacomodulations. Cesiéaréalisé

dans le but, d’une part d’améliorer l'activité lmglque, et d’autre part, d’étudier les relations

structure-activité de ces ligands.

La totalité des syntheses a été effectuée au seirD@&partement de Pharmacochimie
Moléculaire de Grenoble. Ce travail a été réalis@teoite collaboration avec I'équipe du Dr.
Attilio Di Pietro de I'lnstitut de Biologie et de@mie des Protéines (IBCP) de I'Université
Lyon 1 pour I'ensemble des tests vitro sur les composés synthétisés ainsi qu’avec les
docteurs Léa Payen et Myléne Honorat de l'Instiiels Sciences Pharmaceutiques et

Biologiques de I'Université Lyon 1 pour les testvivo duMBL-1I-141 .

Aprés la découverte par nos collaborateurs bidlegigle I'existence de plusieurs sites
d’interaction entre ABCG2 et ses inhibiteurs, ueeonde partie de ce projet de thése a
consisté en la constructionja le logiciel de modélisation moléculaire FLAP, deus
pharmacophores modélisant deux des sites d’interadtABCG2. Ce travail a été realisé au
sein de la Section des Sciences Pharmaceutiquiédrieersité de Geneve en collaboration
avec le Dr. Laura Goracci du Département de ChirBi@logie et Biotechnologie de

I'Université de Pérugia.
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. La proteine ABCG2: structure, fonctions

biologiques et implication dans le phénotype MDR.

l.1. STRUCTURE ET FONCTIONS BIOLOGIQUES D’ABCG2

1.1.1. Découverte de la protéine

Suite aux découvertes des transporteurs P-gp etlMRBfférentes études reportent une
résistance induite par un nouveau transporteurdesr lignées cellulaires sélectionnées
résistantes a la mitoxantrone. De plus, ces lignédslaires montrent une résistance a la
doxorubicine et a I'étoposide mais aucune résistania vinblastine ni au cisplatife: 11*En
1998, Doyle et ses collegues sont les premiero@ecice transporteur a partir de lignées
cellulaires issues du carcinome du sein (MCF7/Ad¥p)e nomment BCRP powBreast
Cancer Resistance Protelf.Simultanément a cette découverte, I'équipe d’'Aiéts décrit
un gene codant pour une protéine quasiment identins les cellules du placenta et le
nomme ABCP pouABC transporter in placent®. Pour finir, 'équipe de Miyake en 1999
clone un géne codant pour une protéine respongdbl@phénotype de résistance a la
mitoxantrone sur une lignée cellulaire de carcinalmeolon. Ce géne est nommé MXR pour
mitoxantrone resistance geffe.Etant le second membre de la sous famille G des

transporteurs ABC, ce géne est par la suite nomBEGL2.
1.1.2. Topologie et structure d’ABCG2

ABCG2 est un transporteur de 72 kDa constitué d& @GSides aminéS® Deux
caractéristiques uniques le distinguent des trateyps P-gp et MRP1. En premier lieu,
ABCG2 est un demi-transporteur composé uniquemeint $eul domaine transmembranaire

(TMD) constitué de 6 hélicea transmembranaires et d’'un seul domaine nucléaigdiq
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cytoplasmique (NBD). Puis, ABCG2 possede une osgdinin inverse aux autres
transporteurs. En effet, le TMD est du c@éerminal tandis que le NBD est du ca
terminal Figure 18). Ces caractéristiques propres a ABCG2 indiqueetlg mécanisme de

transport de cette protéine differe des protéingp Bt MRP1.

Membrane cellulaire

NH, Cytoplasme

COOH

Figure 18: Topologie générale d’ABCG2.

La structure 3D haute résolution de la protéingard pas encore été résolue, les modeles par
homologie de séquence demeurent les seules swsacuiilisées dans linterprétation des
données expérimentales et dans la compréhensioroda d’'action de la protéine. lls ont été
mis au point a partir de modeles existants et sgmtént différentes conformations de la
protéine, chacune orientée vers I'espace intrde@y 'une ouverte sans substrat issue de la
structure tridimensionnelle de MsbAEScherichiacoli, la seconde fermée avec substrat,

développée a partir du modele de la P-gp mufigufe 19).116 117

o closed apo

Figure 19: Modéle d’ABCG2 construit par analogie, dans unafermation ouverte sans substrat (& gauche)
issue de MsbA et dans une conformation fermée swistrat (a droite) issue du modele de la P-gprmaues

deux conformations sont orientées vers I'espacadatiulairet!’
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[.1.3. La dimérisation

Comme nous l'avons vu précédemment, la présenaerd@ns deux NBDs est nécessaire
afin de permettre la liaison et I'hydrolyse de I'RTpour assurer l'activité de transport
d’ABCG2. La protéine doit ainsi au minimum s’homadiriser pour étre active. L’équipe de
Sarkadi en 2001 est la premiére a mettre en éwdamtte hypothese en démontrant
gu’ABCG2 exprimée seule dans les cellules membrasai’insectes Sf9 (cellules ovariennes
de l'insecteSpodoptera frugiperdaest capable de fonctionner sans la présence aléinps
partenaire, supposant ainsi I'hypothése de la foamad’au moins un homodimeété?
L’année suivante, I'équipe de Kage confirme la fation d’homodimeres d’ABCG2 pontés
par des liaisons disulfuré® Plus tard, I'étude réalisée par Xu et ses collaieors démontre

la conformation sous forme d'oligoméres d’ABCG2,upant aller jusqu’a une structure
constituée de 12 monomeéres liés et dont la fornmotéramére est dominarif@.Ceci est
confirmé par les études de McDevitt qui décrivem organisation en tétraméeres comportant
quatre homodimérés et celles de Dezi et Rosenberg qui observent anfoanation sous la
forme de tétramére majoritaite: 1?2 L'équipe de Ni démontre la formation de
dimeéres/oligomérei vivo dans des cellules intactes par des études dddrad®nergie
entre molécules fluorescentes (FREF).

Par la suite, plusieurs équipes se sont concergrgdgs acides aminés impliqués dans cette
dimérisation/oligomérisation. Des eétudes de mutagéndirigée ont mis en évidence
'implication de trois résidus cystéines, localis#s sein de la boucle extracellulaire ECL3
comprise entre TM5 et TM6. Laystéine 603(Cysso3) est impliquée dans la formation de
ponts disulfures intermoléculaires au sein de I'ndimere d’ABCG2 mais n’est pas essentiel
a I'expression de la protéine et a son bon fonogoment. De plus, la présence unique de
Cyssos N'est pas suffisante pour assurer I'oligomérisatfd Deux autres résidusystéines
localisés aux positions92 et 608 de I'ECL3 (Cyso2 et Cysog permettent la formation de
ponts disulfures intramoléculaires influencant Blaspécificité du substrat de la protéidt.

126 Néanmoins, bien que ces liaisons covalentes dimgfsoient nécessaires au maintien de la
forme active d’ABCG2 en diméres/oligomeres, il séardit qu’elles ne soient pas
essentielles pour assurer la fonction de transjeola protéiné?’

Pour finir, le motif GXXXG , présent au sein de TM1 est impliqué dans le neairde la
structure de la protéine ABCG2. En effet, la substin d’'un seul ou des deux résidus glycine

par une leucine conduit & une perte de I'activeéérdnsport de la rhodamine 123 ainsi qu’a
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une diminution du transport de la mitoxantroneeetadprazosine-BODIPY. Néanmoins, il est
intéressant de noter que la mutation avec un rédahine n’a aucune influence sur I'activité
de transport. Il semble ainsi que le motif GXXXGigoun réle dans la dimérisation d’ABCG2

et en particulier, dans I'arrangement correct dascaites de liaisons a 'ATP®

1.1.4. Les résidus importants d’ABCG2

L’ensemble des études de mutagénéese dirigée Emkse les transporteurs ABC est détaillé
dans la base de données ABCMdb (http://abcmutatiegslab.org) créée par I'équipe de
Gyimesi en 2012?° Cette base de données rassemble ainsi les mstatiettant en évidence
les résidus acides aminés ainsi que les motifsctsiaux responsables de l'activité de
transport d’ABCG2 et de la reconnaissance de sbéstrais. Un grand nombre de ces
mutations a également été répertorié dans la reeu8zafraniec et ses collaborateurs en
201410

Parmi les résidus mis en évidenceydinine 482 (Argasy) est un acide aminé essentiel pour
la sélectivité des substrats d’ABCG2 et a fait jgabd’'un grand nombre d’études de
mutagénese. Des cellules sauvages d’ABCG2 avewsArge transportent pas la
daunorubicine et la rhodamine 123. Cependant, aepasés sont d’excellents substrats des
mutants R482T et R4828! Le méthotrexate est un substrat uniquement ddslesl
sauvages d’ABCG2 tandis que la mitoxantrone, lagsime-BODIPY et le colorant Hoechst
33342 sont des substrats de la lignée sauvageseti@ex lignées mutanté¥. Argas, est
localisée au sein de TM3, proche de linterfaceoplsmique et fait partie de la poche

d’interaction avec les substrats.

D’autres études de mutagénese ont été réalisédgfeuents résidus appartement au domaine
transmembranaire et sont également importants lpofanction de transport ’ABCG2. Le
résidu polairghréonine 402(Thrso2) localisé dans TM1 joue un r6le important pouctiaté

de transport de la protéif& La proline 485 (Prasss), située dans TM3, introduit une
flexibilité au sein de la poche d’interaction deplatéine pouvant contribuer a la spécificité
du substrat®* De méme, la mutation d’autres résidus tels gaeide glutamique 446
(Gluaae) localisé dans la boucle extracellulaire reliaMITet TM21%° la leucine 554(Leusss)

présente dans la boucle intracellulaire reliant TéArM5'1°, |a lysine 86 (Lysse) et I'acide
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glutamique 211(Gluz11) appartenant au domaine nucléotidique cytoplasniitfité®entraine
une perte de l'activité de transport.
Pour finir, comme nous I'avons vu précédemmentrdsglus cystéines 592, 60& 608 sont

impliqués dans la formation de ’hnomodimére d’ABC2 125

[.1.5. Les substrats d’ABCG2

ABCG2 est connue pour transporter un large speletn@olécules thérapeutiques appartenant
a des classes chimiques différentes, telles questatines, les agents antibactériens,
antinéoplasiques ou antiviraux, les inhibiteurs e tyrosine kinase, les agents
immunosuppresseurs ou encore les inhibiteurs nsidi@oies et non nucléosidiques de la
transcriptase inverse. ABCG2 peut également tratepdes molécules naturelles soulignant
ainsi le réle physiologique détoxifiant joué parpetéine. Par ailleurs, ABCG2 transporte
également des anions organiques conjugués suffaté® et glucuronidé$! tels que
I'estrone-3-sulfate, ou le Bfestradiol-174§-D-glucoronide) (E178G). De maniére générale,
les composés conjugués sulfatés semblent étre dkeurse substrats que les dérives
conjugués au glutathion et au glucoronide. ABCG#fjainsi un role de détoxification et de
régulation physiologique. Ce rble a été mis en é&wein vivo par le transport de phyto-

cestrogénes sulfatém ABCG214?
Enfin, une variété de photosensibiliseurs, telslqu#héophorbide A ou la protoporphyrine 1X
sont également des substrats d’ABCG2 suggérantlainssponsabilité de la protéine dans la

résistance cellulaire aux traitements par thérppaodynamique.

Le Tableau 3rassemble une partie des substrats les plus cotdaBEG2.
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Types de composés Substrats d’ABCG2

Mitoxantrone'®? Bisantrené’! Topotécart® Irinotécan, SN-38%
AGENTS ANTICANCEREUX Diflomotécant*> Daunorubiciné?® Doxorubicine!*’” Etoposide-*®

Flavopiridol1*° Méthotrexaté ! 1%Imatinib mésylaté> Gefitinib>?

Estrone-3-sulfatés* 14¢ E;17BG,*! Phéophorbide A3 Protoporphyrine

SUBSTRATS NATURELS - o )
IX,153 acide urique, Vitamine B2? Resvératrol

FLUOROPHORES Rhodamine 12332 1%5Hoechst 3334256 Prazosine-BODIP£2

Tableau 3: Liste non exhaustive des substrats connus d’ABCG2

[.1.6. Localisation tissulaire et cellulaire d’ABCG2

ABCG2 est exprimée dans un grand nombre de tissiseia de I'organisme. La plus forte
expression de la protéine est observée au seinadmembrane apicale des tissus qui
composent le placenta (syncytiotrophoblasté)De plus, ABCG2 est exprimée dans la
membrane apicale des cellules de l'intestin grélduefoiel®® *°au sein de la membrane
apicale desellulesdu reirt®® et au niveau de la vésicule bilial®¢. ABCG2 présente ainsi
d’'importants effets sur I'absorption et la biodiggmlité de nombreux xénobiotiques et de
leurs métabolites. La protéine est également exd@iau sein des cellules endothéliales de la
rétine impliquées dans la formation de la barriémato-rétinienn€? ainsi qu’au niveau des
barrieres hémato-encéphalique, placentaire et létasticulaire dans le but de protéger
respectivement le cerveau, le foetus et les testi€t 193166 g présence de la protéine au
sein des cellules épithéliales alvéolaires desdglamammaires, de l'utérus et de la vessie
permet la sécrétion de nutriments. Pour finir, ABX&5t présente au sein des cellules souches
et des cellules progénitrices d’'un grand nombréisdeis dans le but de protéger les cellules
de l'attaque de certains xénobiotiques toxiquesaatérigene¥® La distribution d’ABCG2

au sein des tissus est représefrigare 20.
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Cerveau

Glandes
mammaires
Foie
2
Intestins
Reins gréles
Colon

Compartiment i

hématopoiétique ) Placenta &
Figure 20: Distribution d’ABCG2 au sein des tissus. La priesed’ABCG2 est indiquée par les lignes violettes.

Les fleches noires indiquent la direction du tramsgdes substrats par ABCG2. Les fleches vertagueat

I'excrétion de ces substrats par 'organisme. (Fécadaptée des travaux de Van Herwaarden, 2506)

BN

Contrairement a d'autres demi-transporteurs ABCallsés au niveau des membranes
intracellulaires, ABCG2 est exprimée de maniéredpnéinante au sein de la membrane
plasmique du coOté apicdl’%® D’autres études ont également démontré I'exprassio
d’ABCG2 dans les lysosomESet les mitochondrie¥’!

1.1.7. Roéles physiologiques d’ABCG2

Du fait de sa large expression au sein de l'orgaaist de sa capacité a transporter un grand
nombre de substrats, ABCG2 est impliguée dans andgnombre de processus biologiques

détaillés au sein de différentes revifds!> 172,173
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1.1.7.1 La premiere ligne de défense contre les xénobio&gu

ABCG2, fortement exprimée au sein des cellulesrdatus intestinal, joue un rdle majeur
dans l'absorption et la biodisponibilité des xémbbjues et permet ainsi d’assurer une
premiere ligne de défense contre ces composésdssugdicaments ou de toxines.

Des études sur l'absorption et la biodisponibilité topotécan, substrat d’ABCG2, en
présence de GF120918, inhibiteur d’ABCGZ2, réalisdhex la souris KOkfiock ou) pour le
géne Mdrl1&* puis chez 'humain!® soulignent I'implication de la protéine dans lailiation

de I'absorption et dans I'excrétion du topotécan.

ABCG2 permet également a I'organisme de se défeodnére certaines toxines présentes
dans notre alimentation, telles que le phéophorbjdgérivé de la chlorophyl ou encore
certains carcinogénes tels que PhIP (2-amino-1yh6étphénylimidazo[4,5-b]pyridine}’®

IQ (2-amino-3-methylimidazo[4,5-flquinoline), TrpP (3- amino-1,4-dimethyl-5H-
pyrido[4,3-b]indole) et I'aflatoxine B}’

1.1.7.2 Réle d’ABCG2 au sein du placenta

ABCG?2 est treés fortement exprimée au sein de la lonane apicale des syncytiotrophoblastes
qui composent le placenta. D’autres transportelB§€ Atels que la P-gp et MRP2 y sont
également exprimés’ Les cellules du syncytiotrophoblaste constituere barriére entre les
circulations sanguines du feetus et de la mere redtitoent le passage de divers nutriments.
ABCG2, exposée du c6té maternel, est ainsi impéqdans le transport de différentes
drogues et toxines de la circulation sanguine fatats celle de la mere permettant ainsi la
protection du faetus. Ceci est démontré par plusiétudes sur souris KO du gene Abcg2

étudiant I'exposition feetale au topotécan et awints issues de I'alimentation maternéfig.
179

1.1.7.3 Réle d’ABCG2 au sein de la barriere hémato-encépbaé

ABCG2 est exprimée dans la membrane apicale désleslendothéliales de la barriére
hémato-encéphaliqu€®182Elle y joue un role de protection, limitant la péation dans le
cerveau de composés anticancéreux, réduisant leimsiefficacité!®® 184 C’est le cas de
imatinib dont la pénétration dans le cerveauaestsidérablement augmentée chez les souris

KO du géne Abcg28® Toutefois, son importance reste encore peu copaueapport a la P-
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gp, principal transporteur impliqué dans la limdatde la pénétration de xénobiotiques dans

le cerveauffigure 21).

Glial endfoot

Endothelium TJ

Figure 21: Role joué par ABCG2 au sein de la barriére héreatéphaliqué’? Les cellules endothéliales sont
connectéesia des jonctions étroites (TJ pdight junction et constituent une barriere empéchant les consposé
hydrophiles de pénétrer dans le cerveau. Les apgdtephobes et les toxines sont capables de firaretie
barriere. La présence des transporteurs P-gp elG¥BExprimés dans la membrane apicale des cellules

endothéliales (vers le compartiment sanguin) egtaesable du transport d’'une large variété de aeposés.
1.1.7.4 ABCG2 au sein des cellules souches

ABCG2 est fortement exprimée au sein des cellutegtses et en particulier au sein des
cellules souches hématopoiétiques définissantsiae«population> (SP), caractérisée par
leur capacité a effluer le colorant fluorescent ¢he 33342. Plusieurs études démontrent
gu'ABCG2 est capable de transporter activement Rste83342. Ainsi ABCG2 définie le
phénotype SP au sein des cellules souches hémétigpes'®® 8¢ 187 | ors de la
différentiation des cellules, I'expression d’ABCGfminue, faisant ainsi d’ABCG2 un
marqueur efficace des cellules souckéde plus ABCG2 joue un réle de protection des
cellules souches. D’une part, la protéine permgirdegger les cellules contre certains agents
cytotoxiques tels que la mitoxantrol¥€.D’autre part, ABCG2 participe a la survie des
cellules souches en conditions d’hypoxie en peamette transport d’hemes (porphyrines
impliquées dans le transport de I'oxygene et lpiragon cellulaire au sein de 'hémoglobine)
et en évitant ainsi leur accumulation délét&PdNéanmoins, malgré ce réle de protection, il
est intéressant de noter quABCG2 n’intervient mhsectement dans la fonction et la

différentiation des cellules souchés.
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1.1.7.5 Réle d’ABCG2 au niveau des glandes mammaires

ABCG2 est fortement exprimée au sein de la membemieale des cellules épithéliales
alvéolaires des glandes mammaires des souris, aldsey et des humains en période de
lactation. En effet, cette expression augmente g@nth période de gestation, atteint son
maximum lors de la lactation puis diminue rapidenr@nmoment du sevrad®. Les cellules
épithéliales alvéolaires étant le principal lieu geoduction de lait, plusieurs études
démontrent la responsabilité I’ABCG2 dans la sé@mréde xénobiotiques et toxines tels que
'agent carcinogene PhIP, l'agent anticancéreuxotiagan, la cimétidine utilisée dans le
traitement de l'ulcéré® Trantibiotique nitrofurantoin®! ou sous la forme de
fluoroquinoloneg??

ABCG2 est également impliquée dans le transpola ddoflavine (vitamine B2) dans le lait,
nutriment important dans la croissance du noumis€@pendant, des études montrent que des
souris KO pour le géne Bcrpl se développent cameent!®® Le role physiologique
d’ABCG2 au niveau de glandes mammaires reste emeopartie incompris.

1.1.8. Les pathologies associees a ABCG2

1.1.8.1 La goutte

La goutte est une maladie chronique liée a un éaamxmalement élevé d’acide urique dans le
sang (hyperuricémie). L’'acide urique est l'un de&chits produit naturellement par
'organisme. Néanmoins, en cas d’excédent, il spose graduellement sous forme de
cristaux, entre autre dans les articulations, laupet les reins, conduisant a des arthrites
inflammatoires, des néphropathies et des calcnsuré L’hyperuricémie est également liée a
d’autres maladies telles que des maladies vases]ailes maladies chroniques rénales et le
diabete.

ABCG2 est exprimée au sein de la membrane apiesecellules épithéliales au niveau des
reins® et est capable de transporter activement l'acidgque contribuant ainsi a sa
sécrétiont®® Selon différentes études, des mutations au sé&B@G2 (Q126X et Q141K)
seraient a I'origine d’'un dysfonctionnement du s@ort de I'acide urique entrainant ainsi une
élévation du niveau d’acide urique et donc la got¥ftEn effet, d’aprés Woodward en 2009,

10% des cas de goutte seraient imputables a latieariQ141K d’ABCG2% Cette mutation
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entrainant, comme nous l'avons vu précédemment,pene de l'activité de transport, elle
peut en effet étre la cause de I'accumulation deide urigue dans le sang. Des études
récentes suggerent que dans les cas d’accumutbsioide urique, I'implication d’ABCG2 ne
se fait pas au niveau des reins, mais plutot aganivdes intestin$® En effet, des études
montrent que les souris KO pour le gene Abcg2 ptésé une sécrétion rénale d’acide urique
élevée au niveau des reins mais considérablemenmutte au niveau des intestins suggérant
ainsi que le dysfonctionnement d’ABCG2 et I'accuatigin d’acide urique sont liés a la

diminution de la sécrétion intestinafé.

1.1.8.2 Les maladies neurodégénératives

Parmi les transporteurs ABC, pas moins de treipat dABCG2, sont impliqués dans le
transport de lipides au sein du cerveau et cordgnbuainsi a certaines maladies
neurodégénératives, en particulier la maladie dialmer. L'une des caractéristiques de cette
pathologie est I'accumulation et la déposition dptjgles amyloides Beta fAsous forme de
plagues séniles au sein du cerveau. Les peptiflestaht activement transportés a travers la
barriere hémato-encéphaliqtfé, de nombreuses études suggérent [limplication des
transporteurs ABC, localisés au sein des celluledothéliales de la barriere hémato-
encéphalique, dans la maladie d’Alzheimer. En gféett comme la P-gp, ABCG2 agit tel un

« gardien » empéchant les peptides de pénétrer dans le cerveaa la barriere hémato-
encéphaliqué® Ce role fut confirmén vitro etin vivo démontrant la capacité d’ABCG2 a
restreindre l'accés des peptide$ Au sang au cerveau tout en leur permettant d'étre
transportés dans le saff. ?°* De plus, il apparait quABCG2 est capable de ddetrle
niveau de peptides A Ainsi l'altération de son expression ou de sotivdé fonctionnelle
pourraient étre a I'origine de I'agrégation de peptides au sein des cellules endothéliales du

cerveau et donc conduire a un risque accru de déveinent de la maladie d’Alzheintéf:
203

1.1.8.3 La chimiorésistance
Etant capable de transporter un grand nombre diaganticancéreux, tout comme les

protéines P-gp et MRP1, de nombreuses études s@aaées sur le réle joué par ABCG2

dans le phénotype MDR. Ces travaux font souvebjdtode controversed® 205
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Cette implication semble apparaitre au sein degtusnsolides humainé%: 2°’En effet, la
chimiorésistance due a la surexpression d’ABCG2ja été observée pour différents agents
anticancéreux tels que la mitoxantrone, le topatéleaflavopiridol ou l'imatinib et ne semble
pas étre dépendant de I'expression de la P-gp MiRfe12%8

Un grand nombre de ces études porte en particsiliede réle joué par ABCG2 dans les
leucémies myéloides aigues (AML) et souligne lemim@ux désaccords a ce sujet. Alors que
certaines attestent de I'expression d'un fort talikBCG2, d’autres, au contraire, n’en
détectent pas une trat¥:2!® Cette maladie est considérée comme une maladiealleges
souches, due a une éradication incompléte dedeskbouches leucémiques CD34+/CD38-.
Ainsi, en raison de son réle de protection, ABCG2 #ortement impliguée dans le

développement de la résistance de ces celluletissleucémiques?

Ainsi ABCG2 joue un role important dans la formatiet la prolifération des cellules souches
cancéreuses. De plus, étant un marqueur de cetesadbuches, ABCG2 semble présenter de

nombreuses applications potentielles dans la tieédags cellules souches et des tumétirs.

1.2. LA PROTEINE ABCG2 COMME CIBLE BIOLOGIQUE DANS
LE TRAITEMENT DE LA CHIMIORESISTANCE

1.2.1. Inhibition de la protéine ABCG2

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédanthimiorésistance est actuellement un
probleme majeur auquel se heurtent les traitememtmiothérapeutiques. Il devient ainsi
urgent de trouver de nouvelles stratégies thérapeg ciblées, alternatives ou

complémentaires aux traitements actuels.

Plusieurs approches thérapeutiques peuvent étigéas afin d’'inverser le phénotype MDR
liés aux transporteurs ABC. ABCG2 étant I'un deansporteurs impligués dans ce
phénomene, l'une de ces stratégies consiste a daldifflux d’agents anticancéreux afin
d’augmenter leur concentration intracellulaire ebhd leur efficacité. Ainsi I'association d’'un
inhibiteur d’ABCG2 a un agent anticancéreux perraette rendre a nouveau sensibles les

cellules cancéreuses au traitement et ainsi dejpaliser I'effet du médicament.
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N’ayant pas encore a disposition la structure atise 3D d’ABCG2, une premiére difficulté
consiste en l'impossibilité d'utiliser, a I'heurectaelle, une approche rationnelle afin de
concevoir de nouveaux inhibiteurs. Une secondeicdlfé provient de la large variété
chimique et structurale des substrats d’ABCG2. Airdin de découvrir de nouveaux
inhibiteurs actifs, sélectifs et non toxiques, st @écessaire de cribler un grand nombre de
molécules afin d’identifier des composés dits chdés file et de réaliser différentes
pharmacomodulations afin d’optimiser [I'activité ibitrice d'une part et de mieux

comprendre les relations structure-activité d’apad.

[.2.2. Inhibiteurs connus d’ABCG2

Depuis sa découverte, différentes générations ititgurs d’ABCG2, de structures
chimiques trés différentes, ont été mis au point

De nombreux inhibiteurs de la protéine P-gp s’avénmahiber également ABCG2, I'une des
premieres stratégies mise en place a été le déyeziognt de nouveaux inhibiteurs spécifiques
et non compétitifs ’ABCG2 a partir d’'inhibiteursrmus de la P-gp. Il s’agit des inhibiteurs
de premiére génération. En effet, les études dactiéar (GF120918) et du tariquidar
(XR9576) ont révélé que ces inhibiteurs connus aléPigp étaient également capables
d'inhiber ABCG226 On peut également citer d’autres inhibiteurs ¢gis la cyclosporine A,

le tacrolimus ou le sirolimus, agents immunosupgeess découverts en 197 dure 22).10%
217
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Elacridar (GF120918)
(IC50 = 0,31 HM)

=

Cyclosporine A
(ICsp =43 uM)

Figure 22: Inhibiteurs d’ABCG2 de “I° génération.

La seconde génération d’inhibiteurs d’ABCG2 compréss analogues de la Fumitremorgin
C (FTC)?'® 2191 3 FTC est le premier inhibiteur sélectif d’ABCG&blée dAspergillus
fumigatus Cependant sa neurotoxicité ne lui permit pagealiadre le stade clinique. Afin de
s’affranchir de cette toxicité, des analogues ipidatétopipérazines ont été mis au point.
Parmi eux on peut citer la trysprostatiné?®ou encore le Kol143 qui se révéle étre un

excellent inhibiteuin vitro, malgré une faible cytotoxicité résiduellgure 23).221 222

A\ o
—~ N
0 N
Fumitremorgin C Ko143 Tryprostatine A
(ICs0 = 0,25 pM) (ICs = 0,09 uM) (ICsp = 0,23 uM)

Figure 23: Inhibiteurs d’ABCG2 de 2 génération.
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La troisieme génération rassemble des dérivésagteribide$?® des roténoides naturétset
des inhibiteurs de kina&e qui se sont révélés étre des inhibiteurs d’ABCGaigné le

manque de sélectivité et/ou des problemes de téxiigure 24).

il O

Boeravinone G Boeravinone H ZN
(IC59=0,7 uM) (IC5p=2,5 uM) N HN
|

Dérivés roténoides

STI-571 (Gleevec)

Dérivé inhibiteur de kinase

Tectochrysine 6-Prénylchrysine
(IC50=1,9 uM) (IC50=10,3 uM)

Dérivés flavonoides

Figure 24: Inhibiteurs d'ABCG2 de®§°¢génération.

De plus, des dérivés issus de série pipérazinoamesiN-substituées, tels que le 2444-
butylpipérazin-1-ylcarbonyl)-5-hydroxychromone 4cf ou issus de série des
phénylalkylaminobenzopyranones tels que I&Z4-méthoxyphényléthylaminocarbonyl)]-5-
hydroxychromone 5b) et la  2-N-(3,4-diméthoxyphényléthylaminocarbonyl)]-5-
hydroxychromone 5c), se sont également révélés étre des inhibitel&BQIG2 (Figure
25).226

/\/\
N
| I .
(0] (0) \/\@: 2
(0]
(0] R,
4b 5b, Ry = OCH3' Ro=H

5¢c, Ry = OCH3V R, = OCH3

Figure 25: Structures des inhibiteusd, 5b et5c.

La derniére génération est une série de composes ide modulations chimiques de
molécules connues pour leur affinité envers lesémes MDR. Il s’agit de molécules actives
et sélectives d’ABCG2. Parmi ces composés, on uetrales dérivés méthoxy-stilberfés,

des dérivés sélectifs du tariquitiiret des dérivés de chalcon&smire 26).22% 230
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o @MC(Z
O
b

Dérivés du tariquidar
X=N,Y =CH (IC5y= 0,06 uM)
_0O =X X=CH,Y=N({ICs5y=0,12 uM)

|
Yo
3,5,3",4'-tétraméthoxy-zrans-stilbéne \©
(lC50 = 0,16 I.I.M)

OH O
Chalcone 8 Chalcone 25 Chalcone 28 Chalcone 38
(IC50=10,93 uM) (IC50=10,75 uM) (IC50= 0,17 uM) (ICs5 = 0,27 uM)

Figure 26: Inhibiteurs d'ABCG2 de®&¢génération.

Ces dernieres années, de nouveaux inhibiteurstérmnié au point tels que des indéno[1,2-
blindole issus d’inhibiteurs de la protéine kin&i€2,23! des dérivés du HM3018, inhibiteur
de la P-gF3? des dérivés quinazoliné®, des chalcones substituées avec un groupement

quinoxaliné®* et des chalcones symétriquégyiire 27).2%

N=N
(0] o ~ /N\Q\/\
” g\
7 NH HN NO,
N R
0 ~ N
=\ o~ N [ g
\_/'R, =
4 3
Indéno[1,2-b]indole Analogue du HM3018 Quinazolines
(ICso = 0,23 - 0,49 uM) (IC50 = 0,06 uM) R = phényl (IC5 = 0,13 uM)
R = 3,4-diméthoxyphényl (IC5, = 0,08 pM)
0 o ~o
Rt )
N NG O % O ~o O
o o)
Chalcones substituées avec Chalcones symétriques
un groupement quinoxaline (IC5p=0,20 uM)

(ICso= 1,4 - 2,8 uM)
Figure 27: Récents inhibiteurs d'ABCG2.
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Cependant, malgré les efforts mis en place afinrdever de nouveaux inhibiteurs actifs
d’ABCG2, des problemes de sélectivité et de to&iclubsistent. Des travaux menés
antérieurement au sein du laboratoire ont condlatsynthése de nouveaux inhibiteurs actifs
et sélectifs d’ABCG2.

[.2.3. Travaux antérieurs au sein du laboratoire

Depuis maintenant plusieurs années, le laboratoineentre une partie de ses recherches sur
la conception et la synthése de nouveaux inhitstaatifs, sélectifs et non toxiques d’ABCG2
afin de contrecarrer le phénotype MDR.

Différents travaux ont été reéalisés sur des dérimésdones deérivant de [I'élacridar
(GF120918), inhibiteur connu de la P-gp et d’ABCGh composé, |eMBL-I-87, s’est
révéléin vitro étre un inhibiteur aussi actif que I'élacridar ers/I'efflux de l'irinotécan et de

plus, spécifique a ABCGF{gure 28).2%¢

~

o
(0]
o O
Lo g — L 3
0 0 N 0" "N
H H
Elacridar (GF120918) MBL-I-87

Figure 28: Structure dMBL-1-87 , dérivé de I'élacridar.

Ce dérivé a été tesie vivo sur des souris SCID xénogreffées par des celerd@syonnaires
humaines du cancer du rein (HEK293) transfectéesxptimant la protéine ABCG2 et
porteuses de tumedt’

Remarque : la transfection est un processus destesh de genes au sein de cellules
eucaryotes auxquelles on introduit un matériel géné exogéne. Dans la suite de ce
manuscrit, on distinguera les cellules transfectdes cellules sélectionnées issues de la
sélection cellulaire, processus de sélection diiles présentant des traits spécifiques parmi
un groupe de cellules génétiqguement différentes. deflules sélectionnées se rapprochent

plus du cas réel pour le traitement d’'un patienit giheurte a une chimiorésistance.
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Le MBL-1-87 s’est révélé étre capable de potentialiser I'eftet’irinotécan. En effet, comme
lindique la Figure 29, apres 20 jours environ, la croissance tumordeetardée par la co-
administration deMBL-I-87 avec l'irinotécan (cercles vides) en comparaisertraitement

avec lirinotécan seul au sein d’une suspensioloitle (cercles pleingy’

16001
1400+
1200+
1000
8001
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400

200+

Volume de la tumeur (m#h

-200 : : , .
0 20 40 60
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Figure 29: Evolution de la croissance de la tumeur chezsdesis xénogreffées par des cellules surexprimant
ABCG2 traitées avec KIBL-I-87 (2,4 mg/kg) dans une suspension colloidale en eggntavec de
l'irinotécan (30 mg/kg) (cercles vides) et avec saospension colloidale salBL-1-87 (NANO) en association
avec l'irinotécan (cercles pleins). L'expériencenpmend quatre périodes : un premiere période dermmant (14
jours) suivi d’'une période de repos (14 jours) ¢l= noirs) puis une seconde période de traitemewie d'une

deuxieme période de repos (cercles gris). L'expége été menée sur 8 animaux.

Cependant, les noyaux acridones sont connus pourdés intercalants de 'ADN, rendant
ainsi leMBL-I1-87 toxique aux doses utilisées en chimiothérapie (8@%ytotoxicité a 5-10
1UM).223 Malgré tout, cette étude est la premiére démoninavivo I'efficacité d’un inhibiteur
ABCG2 et a incité le laboratoire a poursuivre laherche de nouveaux inhibiteurs actifs,

sélectifs et non toxiques d’ABCG2.

1.2.4. Le MBL-II-141, meilleur inhibiteur mis au point a ce jour

Suites aux résultats de toxicité observés pouviBt -1-87 a de fortes concentrations, des
études de relation-structure activité ont été pouiss. L’'une des thématiques du laboratoire
étant la synthese de flavonoides, composés d'erigaturelle et connus pour leur faible
cytotoxicité, de nouvelles séries de composés tisygnthétisées, en remplacant le noyau
acridone par un noyau chromone. Différents anal®guet été synthétisés puis évalués
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biologiqguement®® L’ensemble de ces composés a été testé a deugrdamions (1 uM et 5
HM) vis-a-vis de l'efflux de la mitoxantrone. Pdas meilleurs composés présentant 100%
d’inhibition, une IGo a été déterminée. Parmi eux, un dérivé, le 5-¢drbbenzyloxy)-2-((5-
meéthoxyindol-3-yl)-éthylaminocarbonyl)-chromene-decouMBL-11-141 (Figure 30) s’est
révéelé étre un inhibiteur actif, sélectif et norxitme d’ABCG2. Il s’agit du meilleur

inhibiteur mis au point a ce jour.

o} OR O /©/\o o)
~
(LX) 4=y o = I
N 0 ~ o AN\H
H 0 _ (6]
0° >N o)
H

MBL-I-87 MBL-1I-141  ©

Figure 30: Structure dMBL-11-141 et de ses précurseurs.

Le MBL-1I-141 présente une Kgde 0,11 uM pour I'inhibition de I'efflux de la nexantrone
sur des cellules transfectées surexprimant ABC@EK@93-ABCG2)?*° || est sélectif vis-a-
vis des protéines P-gp et MRP1. En effet, alorslqUdBL-11-141 présente un pourcentage
d’inhibition de 100% pour I'efflux de la mitoxantme via ABCG2 a 5 uM, il ne présente
aucune inhibition ni de I'efflux de la mitoxantropeur la P-gp, ni de 'efflux de calcéine-AM
pour MRP1. Cette sélectivité n'est en particuliexs pobservée pour les inhibiteurs de
référence d’ABCG2, tels que I'élacridar (GF1209@8)le tariquidar (XR9576).

Le MBL-1I-141 est également tres peu cytotoxique. On observensndé 25% de mort
cellulaire sur les cellules HEK293 controles eesprimant ABCG2 a 100 uM, concentration
équivalent a 100 fois la dose actigure 31). Ce composé est donc bien moins cytotoxique
que leMBL-1-87 .
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% Survie cellulaire

MBL-11-141 (uM)

Figure 31: Résultats issus du test de survie cellulairgt @@ MTT) duMBL-11-141 sur les cellules HEK293

surexprimant ABCG2sj et sur les cellules HEK293 controle) (pour un traitement de 722

L’index thérapeutique dWBL-II-141 est donc extrémement éleve, de I'ordre de 200fhidé
par le ratio entre I'leo et I'lCso. Cette valeur est supérieure a celle du Kol43-@&m).
Ainsi, bien que le Kol143 soit plus actif g€= 0,05-0,1 uM) que IBL-II-141, il est
également plus toxique (ko= 18-34 uM).

Remarque : Nous serons ameneés, au cours de cdltravaarler d’'EGso et d’ICso. Lorsque
linhibiteur étudié n’inhibe pas a 100 % l'effluxeda mitoxantrone, nous parlerons d’EfC
valeur permettant d’obtenir 50% de l'inhibition marale enregistrée pour le composé
étudié. A linverse, pour une inhibition de 100% Uefflux de la mitoxantrone, nous
parlerons d'lGo, valeur permettant d’obtenir 50% de Il'inhibitiommpléte. L'1Go, quant &
elle, représente la concentration conduisant a 5@#hibition maximale de prolifération

cellulaire.

L’efficacité duMBL-II-141 a inhiber I'efflux de la mitoxantroneia ABCG2 fut également
confirmée par la capacité de ce composé a sesgibdi nouveau la croissance cellulaire a la
mitoxantrone Figure 32A). L'entiére chimiosensibilisation obtenue a 0,2 @bt en accord
avec la valeur d’les déterminée. De plus, ces résultats suggerentegBL-11-141 n’est
pas transformé durant les 72 h d’expérience. Daglteds similaires furent obtenus avec le
SN-38, métabolite actif de I'irinotécan transpgrté ABCG2 Figure 32B).
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A) B)
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Figure 32: Etude de I'impact dMBL-II-141 sur la sensibilisation de la croissance cellulaita mitoxantrone

(A) et au SN-38 (B). La viabilité cellulaire dedlates HEK293 surexprimant ABCG2 a été détermiviéeaun
co-traitement pendant 72 h avec la mitoxantronke &N-38 (0-0,5 uM) et IMBL-II-141 . Les valeurs
représentent la moyenne * la déviation standasdrdtissues d’au moins trois expériences indépdaslan

réalisées en triplicatd?

Pour finir, I'effet duMBL-II-141 sur I'hydrolyse de 'ATP a été étudié sur des meanbs
cellulaires d’insectes Sf9 surexprimant ABCG2. Toainme le Kol143, I&IBL-II-141 est
capable d’inhiber l'activité ATPasique couplée, idtd stimulée par la présence de
guercétine. Mais il a également été observé queonogosé est capable d'inhiber I'activité

ATPasique basale, activité mesurée sans transpatlastrat.

A l'issue de ces résultats vitro prometteurs, |VIBL-11-141 s’est révélé étre un excellent
candidat pour des étudas vive?*© et a été testé sur des souris SCID xénogrefféesigsm
cellules humaines résistantes a ABCG2. La comtmnaite 10 mg/kg d&BL-11-141 avec

l'irinotécan blogue complétement la croissance @& 3le tumeurs fraichement implantées

(Figure 33).
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Figure 33: Effet duMBL-I1I-141 et de l'irinotécan sur la croissance tumoraleaeturvie des souris SCID
xénogreffées par des cellules humaines surexprifBGIG2 et présentant des tumeurs fraichement inssn
Les souris ont été traitées avec un vecteur vidstitaé d’huile de mais + 0,5% DMSO (courbes ndjfsL-

[1-141 & 10 mg/kg (courbes vertes), huile de mais + @BIBO + irinotécan a 20 mg/kg (courbes orange) et
MBL-1I-141 a 10 mg/kg + irinotécan a 20 mg/kg (courbes bleuastraitement commence au jour 21 et finit
au jour 10840

Sur des tumeurs ayant déja atteint un diametrerdmg8le traitement aMBL-II-141 seul ne
présente aucun effet significatif. Le traitemeneé@Virinotécan seul retarde la croissance de
la tumeur mais n’améliore pas la survie des so8eslle la combinaison entreN&BL-11-141

et lirinotécan parvient a réduire considérablemkentcroissance de la tumeur, et ainsi a
améliorer la survie des souriBigure 34). De plus, leMBL-1l-141 est bien toléré et bien

absorbéria une ingestion forcée (a une dose de 50 mg/kg).

Tumor volume (mm?) Survival
3000+ —— Corn cil/hASE 4 pas 100% sesssssapssssas pesesssss asssses
—— MBLI-141 + PBS
R «— Corn gil/DMSO + CPT-11
—e— MBL-I-141 + CPT-11 75%
[ 1 I..Jl;lhk?k*
| 4% | LH’II‘
1 iiijn-""-" 50%
-l:i:.']" ;
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1
25%
r T 1 Day 0%
&0 20 L] 60

Figure 34: Effets duMBL-1I-141 et de I'irinotécan sur la croissance tumorale éla survie des souris SCID
xénogreffées (B) par des cellules humaines sunergmi ABCG?2 et présentant des tumeurs de 8 mm de
diameétre. Les souris ont été traitées avec un ueetde constitué d’huile de mais + 0,5% DMSO (tms
noires),MBL-II-141 a 10 mg/kg (courbes vertes), huile de mais + @MBABO + irinotécan a 20 mg/kg
(courbes orange) 81BL-11-141 & 10 mg/kg + irinotécan a 20 mg/kg (courbes blgtfés
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Cette expérience déemontre bien I'efficacite MBL-11-141 a potentialiser a nouveau I'effet
d’'un anticancéreux sur une lignée chimiorésistamtenilieu biologique. L’'ensemble de ces
données pharmacologiques fontMBL-11-141 le meilleur inhibiteur mis au point a ce jour
et un bon candidat pour le développement clinigGependant, malgré ces résultats
prometteurs, |&VIBL-1I-141 présente des problémes d’hydrosolubilité. Il @ssianécessaire
de poursuivre son étude afin de tenter d’améli@es propriétés physico-chimiques et

pharmacocinétiques.
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Il. Travaux personnels: conception, synthese et
évaluation biologigue de nouveaux inhibiteurs

actifs, sélectifs et non toxiques d'ABCG2

I.1. OBJECTIFS DES TRAVAUX PERSONNELS

Comme nous l'avons vu précédemmentMIBL-11-141 est le meilleur inhibiteur ’ABCG2
mis au point a ce jour. Il est ainsi intéressantpdarsuivre et d’approfondir les études de
relations structure-activité de cette structure dfoptimiser son activité biologique ainsi que
ses propriétés physico-chimiques et pharmacocingsiq De plus, aucune structure
cristallographique d’ABCG2 n’étant encore dispoejl@mpéchant ainsi toute étudesilico,

les informations apportées par I'étude approfonidicomportement des analoguesMiBL -
[1-141 vis-a-vis de la protéine permettront d’enrich@tlide fondamentale de la protéine et de

proposer de nouvelles hypothéses quant aux mécasigimhibition mis en jeu.
11.2. CHOIX DES MOLECULES A SYNTHETISER

Une premiére étude de relations structure-activitéljsée antérieurement au laborafdfret
conduisant a la découverte MIBL-11-141 , a d’'ores et déja permis d’identifier trois élénsen

structuraux nécessaires a une inhibition maximale :

- la présence d’'umotif chromone, présentant une inhibition 2 a 3 fois plus effecac
gue les motifs flavones, acridones, boeravinoned autres types de flavonoides ;

- un groupemenpara-bromobenzyloxy porté par la chromone. En effet, la taille et
I'hydrophobicité de ce groupement semblent corstitules criteres importants pour
I'inhibition d’ABCG2 et en particulier pour la cytaxicité. Un groupement hydrophobe et de
taille raisonnable semble convenir pour la sultbituprésente sur le groupement benzyle ;
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- la présence d’'umotif tryptamine , montrant des résultats bien plus efficaces qse de
groupements tels que la phénylpipérazine, la pipiggrazine, la benzylpipérazine ou le
diméthoxyphényle.

Nous avons poursuivi ce travail dans le cadre de tkese et avons choisi MBL-11-141
comme composé chef de file a partir duquel difflsenpharmacomodulations ont été

réaliséesKigure 35).

Pharmacomodulation 1 Pharmacomodulation 6
Modulation en position 6 et 7 Suppression de I'amide central
Pharmacomodulation 5

Introduction d’'un triazole

Pharmacomodulation 4

Méthylation des NH

Pharmacomodulation 3
OMe — H, OH, OEt, OPr, OiPr

Modulation en position 5 et 6

Figure 35: Pharmacomodulations réalisées a partir de lgtstre duMBL-11-141 .

Ces pharmacomodulations modulent différentes [zaéela structure dMBL-11-141 .

Dans un premier temps, un premier jeu de pharmadolaiions a été entrepris sur la partie
chromone duMBL-II-141 . En effet, I'influence de la position du groupemegrara
bromobenzyloxy sur le profil pharmacologique aéitéliée en position 6 et en position 7 de
la chromone fharmacomodulation 1). De plus, comme nous I'avons dit précédemment, la
présence d'un groupement hydrophobe tel qu'un atdexebrome en positiopara du
groupement benzyloxy semble étre importante paniibition et la cytotoxicité. Nous avons
ainsi modulé la nature de I'halogéne en le rempiapar un atome de fluor et un groupement

méthoxy et étudié sa position sur le groupemenzyieny ( ).

Dans un second temps, nous nous sommes intéressgsadie indolique duiMBL-II-141 .
Des études précédentes de relations structurataaiémontrant 'importance de la présence

du groupement méthoxy sur la partie aromatiqgueeedi I'amide pour une bonne activité

79



CHAPITRE 2. MODULATION DE LA PROTEINE ABCG2

inhibitrice ’ABCG2, nous avons décidé de modukemsature et sa position sur lI'indole afin
d’en étudier I'impact sur le profil pharmacologiqle groupement méthoxy fut remplacé par
un hydrogéne, puis des groupements hydroxy, éthylpxopyloxy et isopropyloxy. Le
groupement méthoxy fut également déplacé en pogitide I'indole pharmacomodulation

3). De plus, nous avons jugé opportun d’étudierfllience du caractére donneur/accepteur
des liaisons N-H en meéthylant les azotes indoligieamidique de notre chef de file

(pharmacomodulation 4).

Pour finir, la chaine centrale dMBL-11-141 a également été I'objet de certaines modulations
telles que l'introdution de cycles triazoliquesfélitmment substitués, souvent utilisés en
chimie médicinale gharmacomodulation 5. L’'amide central a également été remplacé par
une fonction amine tertiaire afin d’étudier son luehce sur [linhibition d’ABCG2
(pharmacomodulation 6. Puis un dernier jeu de pharmacomodulations asistén en
I'introduction de différents motifs acides amintds que la valine, la leucine et I'isoleucine,
dans la partie centrale de nos compogési( ).

11.3. SYNTHESE DES ANALOGUES DU MBL-II-141

[1.3.1. Re-synthése du MBL-1I-141

La synthése duMBL-II-141, mise au point et utilisée depuis plusieurs annaas
laboratoire?®® se divise en 4 étapes a partir de la 2,6-dihycro&ophénone commerciale.

Elle présente un rendement global de 1$h€ma réactionnel L
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o)
1) /\OJ\IrO\/
EtONa
EtOH/THF
OH O Reflux
J f ll 2) H,0, H*
OH K2003 TBAB 3)HCI37%
Reflux EtOH/THF

1 (68%) 2 (69%)

Reflux

NH,.HCI

NaHCO3
o H,O/EtOH/THF
N Reflux
N
/©/\O o) /©/\O (0]
Br ©fﬁ\"/H HOBt, EDCI, Et;N Br |
N OH
o 2 DMF o

o) 25°C
MBL-II-141 (45%)
-0
Schéma réactionnel 1 Synthese dWBL-II-141 .

3 (90%)

La 2,6-dihydroxyacétophénone subit dans un pretei®ps une mono-alkylation par action
du carbonate de potassium en présence de 1,2 taqissdu bromure deara-bromobenzyle
dans l'acétoné* Cette étape nécessite I'ajout de bromure de télyEmmonium jouant le
réle de catalyseur de transfert de phase. La ¢bélditune fonction phénol avec I'oxygene de
la fonction carbonyle permet d’expliquer la fornoatidu produit mono-alkylé seul. Ce dérivé
alkylé 1 est ensuite condensé avec l'oxalate de diéthylerésence d’éthanolate de sodium,
généréin situ par action du sodium dans I'éthanol anhydre, péshydraté en milieu acide
afin de former l'este, hétérocycle de la famille des chromones, avecamidement de
69%24% 243 e groupement éthoxycarbonyle porté en positiaeda chromone est ensuite
saponifié par action d’hydrogénocarbonate de sodaimeflux afin de fournir I'acide
carboxylique3 avec un rendement de 90%. Pour finir 'acklest engagé dans une réaction
de couplage peptidiqgue avec le chlorhydrate de -lméthoxytryptamine en présence
d’hydroxybenzotriazole (HOBt), de 1-éthyl-3-(3-dithglaminopropyl)carbodiimide (EDCI)
et de triéthylamine dans le DMF afin d’obteniM@L-11-141 avec un rendement de 4594.

Nous avons tenté d’améliorer ce dernier rendemanplusieurs essais d’amidification avec
différents agents de couplageBalbleau 4). Cependant, nous ne sommes pas parvenus
'optimiser de maniere significative. Nous avonsndahoisi de conserver ces conditions
classiques d’amidification (HOBt, EDCI et triéthgiane dans le DMF) lors des réactions de

couplage réalisées entre les dérivés de I'aBide les dérivés de la tryptamine. L'utilisation
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d’HOBt hydraté n’a pas d’influence sur la valeur r@adement d’amidification. Néanmoins,
nous verrons plus tard que d’autres conditions egoellentes pour le couplage entre I'acide

3 et certaines amines, non dérivées de tryptamine.

Agents de couplages Base Solvant Rendement
Chlorure de Bis (2-ox0-3-oxazolidinyl)phosphoniq@©P-Cl) EtsN DMF 30%
Tétrafluoroborate dbl,N,N,N-TétraméthylO-(benzotriazol-1-
] DIEA DMF 24%
yl)uronium (TBTU)
EDCI, isonitrosocyanoacétate d’éthfyle EtsN DMF 50%

Tableau 4: Essais de couplage peptidique entre I'addet le chlorhydrate de la 5-méthoxytryptamid€e

réactif remplace HOBt anhydre qui n’est plus displena I'heure actuelle chez les fournisseurs dass.

La transformation de I'acétophénorie en chromone2 passe par la formation d'un

o8
Br OHO
o ~
2' o)

Figure 36: Structure de l'intermédiai®.

intermédiaire2’ (Figure 36).

Cet intermédiaire a été isolé et caractérisé paNRMLC-MS basse résolution. En RMN,

un signal a 2,76 ppm sous la forme d’'un doubletresignal a 3,22 ppm sous la forme d’un
doublet de doublet présentent des constantes qtagmi) de 15,8 Hz, caractéristiques d’un
couplage géminé. lls attestent ainsi de la présdaageux hydrogénes portés par le carbone
situé entre le carbonyle et le carbone asymétr{figure 37). La multiplicité inattendue du
signal a 3,22 ppm sous la forme d’un doublet debtiipeut étre expliquée par le couplage

en3J (1,9 Hz) de I'un des deux hydrogénes étudiés Blrgdrogéne de la fonction alcool.
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Figure 37: Spectre RMNH de l'intermédiair@' dans le DMSO-d

L’intermédiaire2’ est issu de la réaction de condensation du comp@s&c I'oxalate de

diéthyle en milieu basique. Le mécanisme réactibmoerespondant a la formation de

I'intermédiaire2’ est décrit dans I8chéma réactionnel 2
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- Condensation avec I'oxalate de diéthyle en miliasidpue et formation d2

— fe}
Br @f&jH EtO Na Br @ )
OH

1 Na

O 0 o° o o (oJO_*Na
Br/@wo\/ - EtONa Br/©/\ L0~

—)O - (0]

/©/\O 0 . /@/\ o o
Br Na H* Br
O o - = OHO
(o] ~ o ~
o) '

- Déshydratation d@’ et formation de

Ieo8 oo 8
H@' i,
Br — HCI Br I _H Cl
on —_— on
o ~ o) ~
» 0 0

- HCI
-H0

735
Br |
0 O~
2 O
Schéma réactionnel 2 Mécanisme réactionnel correspondant a la foonate I'intermédiair@' puis a sa

transformation en chromorze

Une voie synthétique identique a celle BL-1I-141 fut ensuite employée pour former un
grand nombre d’analogues décrits au cours de eait(&chéma réactionnel R
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(0]
1) /\oJ\[ro\/
(0]
EtONa
EtOH/THF
0 N X 0] Reflux
X X ‘
_ 5 ) H,0, H
I |
=
OH  K,CO; TBAB ZSOH  3)HOI 37%
Reflux EtOH/THF
Reflux
N—Re NaHCO,
H,O/EtOH/THF
Refl
) {TC ux

0
XN HOBt, EDCI, Et;N
N | R - e
—/ :
20 N A\R DMF
5 N—R2 25°C
\
//
R

Schéma réactionnel 3 Schéma général de synthése de certains analdgiéBL-11-141 .
[1.3.2.  Synthese des analogues issus de la pharmacomoduati

La position du groupemergara-bromobenzyloxy porté initialement en position 5 lde

chromone fut étudiée en position 6 et en positigRigure 39).

5
6 =~
AN
Br 7
Y ~NH
o)

Position 6, 7a

Position 7, 7b -0

Figure 38: Structures des composéset 7b.

La synthése de ces composeés est identiqgue a ceMBd-11-141 (Schéma réactionnel B

Elle s’effectue a partir de la 2,5-dihydroxyacétépbne pour le composé et de la 2,4-
dihydroxyacétophénone pour le comp@gé La premiéere étape d’alkylation est réalisée dans
les conditions classiques et fournit les dérivénonalkylés4a et 4b avec des rendements de
40% et 87%. Ces dérivés mono-alkylés sont ensoites a la réaction de cyclisation décrite
précédemment pour EBL-11-141 pour conduire aux hétérocycles souhaast 5b avec
des rendements de 30% et 80%. L’hydrolyse de Fesst réalisée dans les conditions

classiques et permet I'obtention des acides cafluues 6a et 6b avec des rendements de
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47% et 70%. Pour finir, ces acides sont soumis & réaction de couplage peptidique en
présence du chlorhydrate de la 5-méthoxytryptamiriempérature ambiante dans le DMF
pour conduire a la formation des composés finaanet 7b avec des rendements de 41% et
45%. Les composéga et 7b ont finalement été obtenus avec des rendementsawgtob

respectivement de 2,3% et 23% sur les 4 étapes.

[1.3.3. Synthése des analogues issus de la pharmacomoduatP

[1.3.3.1  Synthése des analogues 11a a 11f

Dans le cadre de cette étude, deux groupementgdmads, le brome et le fluor, ont été étudiés

en différentes positions sur le cycle benzyloxyt@gar la chromond-{gure 39).

>
5

x'—\ * 0 O 11a, X = 2'-Br
PG 11b, X = 3'-Br
| H 11¢, X = 2'-F

11d, X = 3-F

= y

© NH 11e X =4-F
O 11f, X = 3' 4-F

—0
Figure 39: Structures des composEbkaa11f.

Ces composés sont synthétisés de la méme manete gBL-11-141 , a partir des bromures
de benzyle ou chlorures de benzyle commerciauxspandants. L’étape d’alkylation a ainsi
été réalisée dans les conditions classiques etnaigpd’obtenir les dérivés mono-alkyl8a a

8f souhaités avec des rendements compris entre 2708%t Puis I'étape de cyclisation a
permis d’obtenir les dérivéda a 9f correspondant avec des rendements compris entreeii8%
87%. La saponification réalisée dans les mémesittonsl que leMBL-11-141 a conduit a la
synthése des acides carboxyliques dédioésa 10f avec des rendements de 47% a 79%. Pour
finir, 'étape de couplage peptidigue a été corel@h suivant les conditions classiques.
Différents essais de purification ont été entreposr les composés finaux. Certains ont éte
lavés avec de I'éther diéthylique, d’autres pusifgur colonne ou encore recristallisés. En
effet, les analogues$lc et 11f ont été recristallisés dans I'acétonitrile condoisa de trés
faibles rendements (respectivement 7% et 5%). Aasrendements globaux des composés

1laalif sont compris entre 0,2% et 17% sur les 4 étapsgribese.
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Remarque : lors de I'étape de couplage peptidiquedaisant a la synthese du compagé
nous avons utilisé, a la place de I'HOB, l'isomisocyanoacétate d’éthyle, également appelé
Oxyma Pure.

~OH

I
O o

o

Figure 40: Structure de l'isonitrosocyanoacétate d'éthyle.
11.3.3.2  Synthese du dérivé 16

Un groupement méthoxy a également été introduficesition 4’ du cycle benzyloxygure

47).
o1
o @ﬁw
O " NH
o

o]
Figure 41: Structure du composks.

Dans un premier temps, une synthese identiquel@ delMBL-I1I-141 a été entreprise a
partir du chlorure de 4-méthoxybenzyl&chéma réactionnel % La premiére étape
d’alkylation de la 2,6-dihydroxyacétophénone pactéorure de 4-méthoxybenzyle a permis
d’obtenir le dérivé mono-alkyl&2 avec un rendement de 36%. Cependant, nous ne sommes
pas parvenus a faire aboutir I'étape de cyclisatienla chromone dans les conditions
classiques. Un autre essai de cyclisation utilisagtirure de sodium dans le THF anhydre

s’est également soldé par un échec.

[0}

1) /\OJJ\H/O\/
(0]
EtONa
/©/\0| EtOH/THF
OH O MeO /©/\O 0 2) H,0 /©/\O o)
@f”\ K,CO; TBAB O @fu\ ~o |
—_— %
OH Acetone OH 0 o~
Reflux 3) HCI 37% o
12 (36%) E)tOH/THFo

Reflux

Schéma réactionnel 4 Synthese du dérivE6 via la voie de synthése ddiBL-11-141 .
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Ainsi, une autre voie de synthése a été mise e héma réactionnel b

/©/\ OH O MeO /@/\
H2 Pd/C | K2003 TBAB
O\/ EtOH o) O~ Acetone
25°C o) Reflux
14 (55%)
13 (58%) NH,.HCI (55%) NaHCO;3
HZO/EtOH/T HF
-0 { Reflux
N
O O
HOBY, EDCI, EtsN
— ° |
H
DMF (0] ©
25°C 0
16 (20%) 15 (62%)
-0

Schéma réactionnel 5 Nouvelle voie de synthése du dériv@

Une déprotection du groupement benzyloxy par actiandihydrogene en présence de
charbon palladié activé sur l'est@ a permis l'obtention du phénol libr&3 avec un
rendement de 58%. Ce phénol a ensuite été lui-nmakyde par action du chlorure de 4-
méthoxybenzyle avec un rendement de 55%. Le comfidsissu de cette étape a été
saponifi¢ avec un rendement de 62% puis couplé deechlorhydrate de la 5-
meéthoxytryptamine afin d’obtenir le dérivé fireb avec un rendement de 20%. Le rendement

global correspondant au composé final est aindldesur 6 étapes.
[1.3.4. Synthese des analogues issus de la pharmacomoduwatB

Dans le cadre de cette étude, nous avons faitrviarieature du groupement; Rporté en

position 5 de l'indole ainsi que sa position lorsqgeelui-ci est un groupement méthoxy

(Figure 42).
fos 3.
Br 17a, R, = 5-H
| H 17b, R, = 5-OH
o N = 17c, R, = 5-OEt
NH  17d, R, = 5-OPr

17e, R; = 5-OiPr
\, / 17f, R, = 6-OMe
5 R16

Figure 42: Structures des composkgaal7f.
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Les analogued7aet 17b portant respectivement un atome d’hydrogene etronpgment
hydroxy en position 5 du cycle indolique ont étathgtisés a partir de I'acidkengagé dans
une réaction de couplage peptidique respectivemart les chlorhydrates de la tryptamine et
de la sérotonine dans les conditions classiquesdglage peptidique avec des rendements de
couplage respectivement de 31% et 56%. Ainsi camposés ont été isolés avec des

rendements globaux respectifs de 13% et 24% stapése

Les dérivédl7¢ 17d et17eont été synthétiséga une réaction d’alkylation du dérid&b par
action du carbonate de potassium en présence @liodioe, de 1-iodopropane et de 2-

iodopropane avec des rendements compris entre L3¥eSchéma réactionnel §

/@/\ RI /@/\O o)
@fuj\m/ KZCO3 TBAB Br ©f”l’(
H
Acetone N =
Reflux © 5 NH
17¢, Ry = OEt (17%)
17d, R, = OPr (31%)
HO 17e, R, = OiPr (30%) R

Schéma réactionnel 6 Synthese des dérivé3c 17det17e

Le composél7f possédant un groupement méthoxy en position Gimgole est issu du
couplage peptidique entre I'aci@eet le chlorhydrate de la 6-méthoxytryptamine comuiaé
réalisé dans les conditions identiquesMiBL-11-141 et a été obtenu avec un rendement de
global de 5%.

[1.3.5. Synthese des analogues issus de la pharmacomodulat#

11.3.5.1  Synthese des analogues 25a a 25e

Les composé®5a a 25e sont issus d’'un couplage peptidique entre I'a@det différents
dérivés de la tryptamine synthétisés au laborathies mémes conditions de couplage que

celles employées pour la synthese duBL-1I-141 ont été utilisées Schéma

rétrosynthétique 1).244

89



CHAPITRE 2. MODULATION DE LA PROTEINE ABCG2

Schéma rétrosynthétique 1de la méthylation de I'azote amidique et de I'ezadolique.

11.3.5.2  Synthése des dérivés de la tryptamine

Afin de synthétiser les dérivés de la tryptamindesta 5-méthoxytryptamine mono-méthylés
sur I'amine primaire (composéda et 19b), il est nécessaire, lors d’'une premiere étape,
d’introduire un groupement éthoxycarbonyle par actidu chloroformiate d'éthyle en
présence de triéthylamine dans le dichlorométhanendpérature ambiant& Puis les
carbamated 8a et 18b sont réduits par action de I'hydrure mixte d’alaam et de lithium
dans le THF a reflux afin d’obtenir les composésnoiméthylésl9a et 19b avec des

rendements respectifs de 72% et 8@¢hgma réactionnel y24°

o!
NHHCl o N HN—
(0]
R CI)LO/\ R R
1 LiAIH 1
1 \ Et3N \ 4 \
H 25°C H Reflux H
R = H (18a, 90%) Ry = H (19a, 72%)
Ry = OCH; (18b, 90%) Ry = OCHs (19b, 80%)

Schéma réactionnel 7 Synthése des composi3aet19b.

Afin d’obtenir les dérivés de la tryptamine et deSkméthoxytryptamine mono-méthylés sur
I'azote indolique (composé&a et 22b), il est nécessaire dans un premier temps degeoté
'amine primaire (étape 1). Pour cela, difféerenteupements protecteurs (GP) peuvent étre
utilisés tels que le groupemetart-butyloxycarbonyle (BOC}’ ou le groupement acétyle.
Une seconde étape consiste a méthyler l'azote iqwmlen milieu basique (étape 2).
Difféerents agents méthylant peuvent étre emploggds,que I'iodométhane ou le diméthyle
sulfate. Pour finir, la déprotection permet d’olitdas amines primaires souhaitées (étape 3)
(Schéma réactionnel B
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NH,.HCI NHGP NHGP NH,
R R R . . R1
1 A Agent protecteur ™1 A Agent alkylant ™ N Déprotection A\
N Milieu basique N Milieu basique N\ N\
R = H (20a) R, = H (21a) R; = H (22a)
ETAPE 1 R, = OCH; (20b) ETAPE 2 Ry = OCH, (21b) ETAPE 3 R1 = OCHj (22b)

Schéma réactionnel 8 Méthylation de I'azote indolique (GP = Groupetrerotecteur).

Le Tableau 5décrit I'ensemble des conditions utilisées aing tgs rendements obtenus pour

la synthése des analoguaet22b.

ETAPE 1 - Protection ETAPE 2 - Méthylation ETAPE Béprotection
” Agent ” ”
R1 GP  Conditions Rendement| | Conditions  Rendement| Conditions Rendement
méthylant
EtN NaOH/TBAB TFA
41% 23%
H BOC CH.ClI; 99% @03 Me SOy CH:Cl, CH:Cl,
(219 (229
25°C 25°C 25°C
K2COs NaOH/TBAB NaOH
59% 62% 56%
OCH;s | Acetyl EtOAc/HO CHal CH:Cl> EtOH/H0
(20b) (21b) (22b)
25°C 25°C Reflux

Tableau 5: Conditions utilisées pour la synthése des dériNéwéthylés de la tryptaming2a et de la 5-

méthoxytryptamin®2b. GP = Groupement Protecteur.

Ainsi le compos@2aa été obtenu a partir de la tryptamine sous fatebase libre, protégée
par un groupement BOC par action de I'anhydrid8@€ en présence de triéthylamine dans
le dichlorométhane afin d’obtenir le compdX#a Ce dérivé a ensuite été méthylé par action
du diméthylsulfate dans le dichlorométhane en m@sed’hydroxyde de sodium et d'un
ammonium quaternaire afin de conduire au comg@&iseavec un rendement de 41%. Ce
dernier est ensuite déprotégé dans les conditidassiques par action de I'acide

trifluoroacétique afin d’obtenir 'amine primai&2aavec un rendement de 2393.

Le compos&2b a quant a lui été obtenu & partir du chlorhyddatéa 5-méthoxytryptamine,
N-acétylé selon une variante de la réaction de Sai@aumann : 'amine basique du dérivé
tryptamine, libéréen situ par action du carbonate de potassium dans un nbijgasique

(eau/acetate d'éthyle) est amidifiée par le chirdifacétyle a 0°C pour conduire a la
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formation du compos20b avec un rendement de 59%. Ce composé a ensuitecgtgle en
présence diodométhane et dhydroxyde de sodiumsddes conditions décrites
précédemment pour former le comp@id avec un rendement de 62%. La déprotection est
ensuite réalisée en milieu basique par action awytle de sodium a reflux dans un mélange

éthanol/eau afin de former le comp@&b avec un rendement de 56%.

Le dérivé de la tryptamine diméthylé sur les azataglique et indolique2d) a été synthétisé

a partir du carbamatiBaselon la voie présentée suiSehéma réactionnel 9

o o
HN’& HN’& HN—
O  NaOH o}
M62804 )
N CHyCl, N THF N
H 25°C \ Reflux \
18a 23 (70%) 24 (70%)

Schéma réactionnel 9 Synthese du dérivé diméthylé de la tryptan@ide

La premiére étape est la méthylation du déti8a par action du diméthylsulfate en présence
d’hydroxyde de sodium et d’un ammonium quaternafie de former le composg3,
meéthylé en position 1, avec un rendement de 70%colbeposé23 a ensuite été réduit avec
I'hydrure mixte d’aluminium et de lithium pour comde au compos@4 avec un rendement
de 70%.

11.3.5.3  Obtention des analogues par couplage peptidique
Une fois les dérivés de la tryptamine synthéti$ésape finale est le couplage peptidique
entre I'acide3 et les dérivés de la tryptamine dans les conditmassiques afin d’obtenir les

produits finaux25a a 25e (Figure 43). Les rendements de I'étape de couplage sont égempr
entre 19% et 37%.
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o O
253, R1 = H, R2 = H, R3 = CH3
Br | Rs 25b, Ry =H,R;=CH3 Ry =H
0 N = 25C, R1 = H, R2 = CH3' R3 = CH3

N’Rg 25d, R1 = OCH3' R2 = H, R3 = CH3
o) 256, R1 = OCH3' R2 = CH3, R3 =H

Figure 43: Structures des compos&saa25e
11.3.5.4  Synthese de I'analogue 25f
L’analogue25f diméthylé sur les azotes amidiques et indoliqugsésentant un groupement
méthoxy en position 5 du cycle indolique a été lsgtisé a partir d’'une diméthylation directe

du MBL-II-141 par action d'iodométhane en présence d’hydrursabBum a température

ambiante dans le THF avec un rendement de Zsféma réactionnel 1)

o O o O
1) NaH
o A\ 2 Mel o AN

o 25°C 0]

MBL-11-141 0 25f (25%)
Schéma réactionnel 10 Synthese du dérivésf a partir duMBL-11-141 .
11.3.5.5 Synthése des analogues 25g et 25h

Les composég5g et 25h sont obtenus par couplage peptidique dans lestamslclassiques
a partir de l'acideba et respectivement des dérivés de la tryptaniifia et 24 avec des

rendements de 42% et 37%dure 44).

B
r o)
°© R
| |3 259 (R2 =H, R3 = CH3)
o N AR, 25h (R, = CHz Ry = CHy)

Figure 44 : Structures des compos&sg et25h.
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[1.3.6. Synthese des analogues issus de la pharmacomoduwatb

La synthése de ces dérivés est représentée Suh&ma réactionnel 11

Br | HOBt, EDCILEtN . D w
o OH DMF o N7
3 5 25°C 26 (40%) 5

o~ CuS04.5H,0
R N3 | Ascorbate de sodium

R= —%@ 27a (46%) 5;"'2

R= -E@Br 27b (5%) /©/\o 0
Br N=N, R
| H N—/
R= _§ 27¢ (10%) @f;j\'("‘\/g/
o

NH

Schéma réactionnel 11 Synthése des dériv@3a, 27bet27c

Elle débute par une réaction de couplage pepticeeiie I'acide3 et la propargylamine dans
les conditions classiques de couplage peptidigire dbbtenir le compos&6 avec un
rendement de 40%S¢héma réactionnel 11 Cette étape permet d’introduire une triple
liaison nécessaire a la synthese du triazole g&psir chimie click. En effet, la cycloaddition
de Huisgen, cycloaddition 1,3-dipolaire entre uatae et un alcyne, permet la formation du
cycle triazolique. De plus, une catalyse par levreui(l) conduit exclusivement au
régioisomeére 1,4 2°0Cette réaction se nomme CUuAAC pour la cycloaddifigB-dipolaire
azoture-alcyne catalysée par le cuivre (l). Le misrae proposé par Sharpless est décrit sur
la Figure 45, 20
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H+

Ri—=—=—1ICu]

R—=——H A
Cul*
R, H vy R—=—1Cu]
=
N. _N- N
N R E C N’
Ht R, [Cu] R

\/7\/ 1\|/\\[Cu]

N. _N- '\/ Ny ,N\

N Re N R,

D

Figure 45: Cycle catalytique selon Sharpless de la cycldaxddl,3-dipolaire catalysée par du cuivre (1)
(CuAAC) .20

Ainsi cette réaction a été réalisée dans les donditclassiques de CuAAC par réductian

situ des sels de cuivre (IlI), apportés sous la formesdiéate de cuivre pentahydrate
(CuSQ.H20) par I'ascorbate de sodium jouant le réle dediggéducteur. Le solvant choisi

a été le DMF et les compos2%a a 27c ont été obtenus avec des rendements de 5 a 46%
(Schéma réactionnel 1L

Les azotures engagés dans la synthése des con¥Y@s&i27b, respectivementazoture de
benzyle et 'azoture de 4-bromobenzyle, sont cororaex. L’'azoture utilisé pour I'obtention

du compos&7ca quant a lui été synthétisé au laboratoire phstgution nucléophile entre
I'azoture et le brome du 3-(2-bromoéthyl)indole siée DMF. Ce dernier est obtenu avec un
rendement de 50%&¢théma réactionnel 1P

Br N3
NaN
\ s \
N DMF N
H 25°C H

28 (50%)

Schéma réactionnel 12 Synthése de l'azotuds.
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[1.3.7.  Synthese des analogues issus de la pharmacomoduwatb

Dans le cadre de cette pharmacomodulation, deuto@res, I'un sous forme chlorhydrate
(composé32a), et I'autre sous forme de base libre méthoxyl@asition 5 du cycle indolique

(composé1b) ont été synthétiségigure 46).

e ¥
Br | )
& 31b, base libre, R; = OCH,
(0) = 32a, chlorhydrate, Ry = H

NH

R1

Figure 46: Structures des compos&hkb et32a

Les composé8lb et32aont été obtenus a partir de I'esParéduit par action du borohydrure
de sodium dans le méthanol. L'alc@¥ obtenu a ensuite été activé sous la forme dudtesyl
30 avec un rendement global de 12%. Puis le comB0s& été couplé avec un dériie

meéthylé de la tryptamine afin de forn&kb et32a(Schéma réactionnel 1B

/©/\o o /©/\o o
Br @fﬁ\[( NaBH, Br @f‘jv
0 O~ MeOH o) OH
) 0

25°C 29 (26%)

TsCl

Ry =H, 19a EtsN
R; = OCH3 19b HN— CH,Cl,

R, 25°C

o o N\ O O

N
Br ] e |
o N A\ DMF (o) oTs
25°C 30 (45%)

313, R1 =H
3b, Ry = OCH; (38%)
1

J Et,O saturé d'HCI

32a, Ry = H (31% sur les deux étapes)

Schéma réactionnel 13 Synthése des dériv84b et32a
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Le chlorhydrate32a est ensuite obtenu par ajout d’'une solution diethéthylique saturée
d’acide chlorhydrique a une solution de l'aminerdit8la dans I'éther diéthylique. La
précipitation n’est pas directe et il est nécessaie décanter plusieurs fois la solution
résiduelle avant d’observer une bonne précipitati@s composél2a et 31b ont finalement

été obtenus avec des rendements globaux de 4% stibS®tapes.
[1.3.8. Synthése des analogues issus de la pharmacomoduati’

Dans le cadre de cette étude, nous nous sommesessds a l'introduction de trois motifs

acides aminés au sein de la chaine centrale deongzsosésKigure 47).

os¥
35a, R' = CH(CHa)
NH 3)2
Br T uw , 35b, R' = CH,CH(CHa),
o N%N 35¢, R' = CH(CH3)CH,CH,
o r H
0

Figure 47 : Structures des compos&saa35c

Ces dérivés ont été obtenus selon la voie de ssmithécrite sur I8chéma réactionnel 14

HCI. HZN\)L

Neo SRR vo
b T O

25°C

R = CHj, R' = CH(CHy),, 33a (83%)
R = CH, R' = CH,CH(CHs), 33b (79%)

R = CH3 R' = CH(CH3)CH,CHj 33c (95%) LiOH

R = C(CHa)s R' = CH(CHj),, 33d (93%) THF/MeOH/H,0

N 25°C
HCI.H2N/\/[©
/©/\o 0 /©/\
Br 1w 0 , NH _TBTU, DIEA g @f‘j\r
0 N N DMF %OH
& 25°C

5 H
0
R' = CH(CHj),, 35a (18%) R' = CH(CH3),, 34a (72%)
R' = CH,CH(CHy),, 35b (29%) R' = CH,CH(CHs), 34b (37%)
R' = CH(CH3)CH,CH3_35¢ (7%) R' = CH(CH3)CH,CH, 34c (32%)

Schéma réactionnel 14 Synthése des dériv85a, 35b et35c
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Une premiere étape consiste a coupler l'acBleavec les esters des acides aminés
commerciaux en présence de TBTU et de DIEA dari3dMé&. Ces conditions de couplage,
différentes de celles utilisées pour les autredognas duMBL-1I-141, conduisent aux
composés3aa 33d avec des rendements compris entre 79% et 95%.dtes @btenus sont
ensuite hydrolysés par action de I'hydroxyde dauih dans un mélange méthanol/eau/THF
afin de conduire aux acides correspond&dtsa 34cavec des rendements compris entre 32%
et 72%. Pour finir ces acides carboxyliques sonk-raémes couplés avec la 5-
meéthoxytryptamine de nouveau en présence de TBTUEA dans le DMF pour fournir les

composes finaug85aa35c avec des rendements compris entre 7% et 29%.

Au total, 38 composés ont été synthétisés et temiésein de I'Institut de Biologie et de
Chimie des Protéines (IBCP) de I'Université LyorLés résultats et analyses de ces tests sont

décrits dans les paragraphes suivants.

11.4. EVALUATION BIOLOGIQUE DES NOUVEAUX
ANALOGUES DU MBL-II-141

[1.4.1. Procédés d’évaluation biologique des analogues duBU-11-141

Les différents tests biologiques ont été effectaéBIBCP de Lyon au sein de I'équipe
« Mécanisme et modulation de la résistance aux cagdints » dirigée par le Dr. Attilio Di
Pietro. Ces tests ont été réalisés sur les ligmédalaires HEK293 issues de cellules
embryonnaires de rein humaiHyman Embryonic Kidngyransfectées, soit avec le vecteur
vide (HEK293-pcDNA3.1, appelées cellules sensiblesi} avec le vecteur contenant le gene
codant pour ABCG2 (HEK293-ABCGZ2, appelées cellutésistantes). Certains de ces
composés ont également été testés sur les ligefiakaites H460 issues de cellules de cancer
du poumon humain a grandes cellules (contr6le)est dellules sélectionnées H460MX
surexprimant ABCG2 et résistantes a la mitoxantr@n#érents tests ont été effectués afin
de déterminer l'activité d’inhibition du transpade la mitoxantrone, leur cytotoxicite, leur

sélectivité vis-a-vis d’ABCG2 et pour finir leurstavités ATPasiques.
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1.4.1.1  Evaluation de I'inhibition de I'activité de transpt d’ABCG2

On s'’intéresse ici a I'étude de I'inhibition defflax de la mitoxantrone, substrat ’ABCG2
fluorescent. Son accumulation intracellulaire esrgifiée par cytométrie de flux sur les deux
lignées sensibles (HEK293-pcDNA3.1 ou H460) et stésites (HEK293-ABCG2 ou
H460MX). L’inhibiteur de référence est le Kol43 queérmet d’obtenir une inhibition de
100%.

Une premiere phase d’incubation est mise en celendgmt laquelle la mitoxantrone (5 uM)
s’accumule au sein des cellules pendant 30 min °&€ 3h présence ou en absence de
concentrations variables en composés inhibitewstede Les cellules contrdles (HEK293-
pcDNA3.1 ou H460) accumulent une quantité donnémitiexantrone tandis qu’au sein des
cellules ABCG2-positive (HEK293-ABCG2 ou H460MXg§ transporteur évacue le substrat
fluorescent et induit une diminution de son accwtioh intracellulaire et donc une
diminution de la fluorescence globale de la cellWéncubation avec un inhibiteur donné
bloque l'efflux de la mitoxantrone et ainsi induihe augmentation de la fluorescence des
cellules ABCG2 positives. La fluorescence intradalle correspondant a la quantité de
mitoxantrone non effluée est ensuite déterminée gqyesmétrie de flux. A partir de ces

résultats expérimentaux, le pourcentage d’inhibiiet calculé selon la formule suivante :

L C-M
%inhibition = CovM x100

Formule 1: Calcul du pourcentage d'inhibitiol© correspond a la fluorescence intracellulaire delfules
résistantes (HEK293-ABCG2 ou H460MX) en présenceaaposés testés et de mitoxantrdviegorrespond a
la fluorescence intracellulaire des cellules résises en présence uniquement de la mitoxantronge.et
correspond a la fluorescence intracellulaire délsles contrdles (HEK293-pcDNA3.1 ou H460) en présede

composés testés et de la mitoxantrone.

Pour chacun des composés testés, des concentratissantes des dérivés testés, de 5 a 10
MM, ont été ajoutées et les &ONt été évaluées. Ces valeurs ont été détermingagindes
courbes d’accumulation intracellulaire de la mitatxane en fonction de la concentration en

inhibiteur.

99



CHAPITRE 2. MODULATION DE LA PROTEINE ABCG2

11.4.1.2  Détermination de la cytotoxicité

La cytotoxicité des composés testés a été évalaédeptest de viabilité cellulaire, MTT.
Apres incubation avec les composés testés, le MET de bromure de 3-(4,5-diméthyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphényl-Bi-tétrazolium) est ajouté en exces sur les cellutestroles
(HEK293-pcDNAS3.1). Dans les cellules viables, cacté# de couleur jaune est réduit par la
succinate déshydrogénase mitochondriale sous fdemeristaux violets de formazan. Apres
dissolution, I'absorbance correspondant au formagan= 570 nm) est mesurée par
spectrophotométrieF{gure 48). Plus les cellules viables seront nombreuses |@uMTT
aura été réduit en formazan et plus I'absorban& G nm sera élevée. En prenant pour
référence un témoin contenant du solvant représea@0% de viabilité, il est ainsi possible
d’évaluer le pourcentage de survie des celluléggas Plusieurs concentrations de chaque
composé sont testées et il est ainsi possible digtda survie cellulaire en fonction de la
concentration du composé testé.

D’un point de vue expérimental, les cellules sostibées pendant une nuit puis traitées avec

des concentrations croissantes de composes testdam 72 h a 37°C.
/@ Réduction
N-N mitochondriale

NI/NH
~N N
O~ ™ O "
NN\ N
i I\%
Br

Formazan
(Violet)

Figure 48: Principe du test MTT.

1.4.1.3  Evaluation de la sélectivité vis-a-vis de la P-gpwRP1

La sélectivité des composés pour ABCG2, relativearada P-gp et a MRP1, a été étudiée sur
deux lignées cellulaires :

- la lignée NIH-3T3, issue de cellules murines embnares transfectées pour
exprimer ABCB1 (P-gp) incubées en présence de rhowal23 (0,5 puM), substrat de la P-

ap ;
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- la lignée HEK293 transfectée pour exprimer ABCCRML), incubée en présence de
calcéine-AM (0,2 uM), substrat de MRP1.

Ces lignées cellulaires ont ainsi été incubées B0 an37°C en présence de leur substrat
respectif ainsi qu'en présence ou absence des amwmpestés, a 1 et 5 uM. Comme
précédemment, la fluorescence intracellulaire espwadant a la quantité de substrat non
efflué a été déterminée par cytométrie de flux. hesrcentages d’inhibition ont été calculés
par rapport aux inhibiteurs de référence de la B5gpM d’élacridar) et de MRP1 (35 pM de

veérapamil).

11.4.1.4  Détermination des activités ATPasiques

Les transporteurs ABC utilisent I'énergie fourner phydrolyse de I'ATP afin d’assurer leur

fonction de transporteur. Cette réaction impligne molécule d’ATP et une molécule d’eau
pour conduire a la production d’'une molécule d’AlRP d’une molécule de phosphate
inorganique (Pi). Ainsi, la quantification du phbgpe inorganique libéré aprés un temps
donné d’incubation permet de déterminer la vitelseéaction correspondant a l'activité du
transporteur. Le phosphate inorganique (Pi) pouv@agir avec le molybdate d’'ammonium

afin de produire une intense coloration détect@aleUV, cette mesure est donc un moyen
fiable pour détecter les interactions existantéseafifférents composés et la protéine ABCG2

et pour indiquer la nature de ces interactidghgure 49).

Transporteur

ABC

/

Composé testé  ATP + H20 ADP + Pi (s b

Figure 49: Représentation schématique de la mesure de I'g&ctMiPasique.

L'activité ATPasique se mesure a partir de prépamat membranaires issues de cellules
ovariennes deSpodoptera frugiperda(Sf9) infectées préalablement par un baculovirus

permettant la surexpression d’ABCG2, préparéedmsarvées avec du cholestérol a 2 mM.

101



CHAPITRE 2. MODULATION DE LA PROTEINE ABCG2

Ces membranes (10 pug de protéine) ont ainsi étdéss en présence des composeés testes (2
KM), avec et sans orthovanadate de sodium (0,33, mM)nhibiteur de I'ATPase. Ainsi, la
différence entre I'activité ATPasique avec l'ortlamadate de sodium et I'activité ATPasique
obtenue sans orthovanadate de sodium constitudivitac ATPasique spécifique du
transporteur.

La réaction d’hydrolyse de I'ATP est initiée paajdut de MgATP (3,9 uM). Aprés une
incubation de 30 minutes a 37°C, le phosphate arogge est révélé par un mélange
molybdate d’ammonium/acide ascorbique (1:4) etdtabance est mesurée a 880 nm (valeur
d’absorbance du composé bleu formé) aprées 30 nsiraut25°C. Cette réaction permet de
mesurer la quantité de phosphate libéré pendapdriityse de I'ATP issu de l'activité du
transporteur. Une gamme de phosphate effectuée temsméme conditions permet
d’extrapoler la concentration en phosphate inomanide chaque échantillon et donc de
mesurer l'activité ATPasique du transporteur. Lésultats sont exprimés en nmoles de
phosphate libéré par mg de protéines et par minutes

A lissue de cette expérience, deux activités ATdRaes sont déterminées :

- l'activité  ATPasique basale qui constitue lactivité ATPasique observée sans
transport de substrat ;

- I'activité ATPasique coupléeobservée en présence de 0,2 uM de quercétineratubst
d’ABCG2.

Les résultats biologiques issus de ces différegsts tpour chacune des pharmacomodulations

réalisées sont détaillés dans les paragraphesissiiva

1.4.2. Relations structure-activité (RSA) Issues de la
pharmacomodulation 1: modulation de la position du

groupementpara-bromobenzyloxy porté par la chromone

Une premiere pharmacomodulation envisagée darsdie cle ce projet a été le déplacement
du groupement porté par la chromone en positiocofposéra) et en position 7 (composé
7b) (Figure 50).
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(0] 0
Br Pharmacomodulation 1
| --------------------- > -
a (o) = NH Br < > 7 A

7a (position 6)
Y 7b (position 7) O

\

NH

MBL-II-141

Figure 50: Modulation de la position du groupement benzylpryté par la chromone.

Les valeurs obtenues pour linhibition de l'effluXe la mitoxantrone sur les cellules
transfectées HEK293-ABCG2 et les cellules séleot@s H460MX, ainsi que pour la

cytotoxicité sont resumées dand kbleau 6

6 =~
o+ | | H
Br—< — T (o) N = NH
o]
—0
Cellules transfectées Cellules sélectionnées
Position du
HEK293 H460MX Cytotoxicité
Référence  groupement __ __
Inhibition Inhibition G50 (UM)
benzyloxy . ECso (M) . ECso (UM)
maximale (%) maximale (%)
MBL-11-141 5 98 +5 0,13 + 0,09 107 £11 0,05 + 0,01 > 100
7a 6 108 + 27 0,3+0,1 109 +9 0,10 + 0,02 > 100
7b 7 805 1,3+0,6 93+8 1,5+0,2 > 100

Tableau 6: Inhibition de I'efflux de la mitoxantrone sur lesllules ABCG2 transfectées surexprimant ABCG2
(HEK293-ABCG2) et les cellules sélectionnées H4608¢€tude de la cytotoxicité des compogaet 7b. Les

valeurs représentent la moyenne + la déviatiordstahsur un minimum de trois expériences indépeedan

La position du groupement benzyloxy en positioreBisle étre nécessaire afin d’assurer une
forte inhibition. En effet, par rapport adBL-II-141 , un déplacement de ce groupement en
position 6 et 7 entraine une baisse de l'inhibititun facteur 2 et 10 respectivement sur les
cellules transfectées HEK293-ABCG2 et d’'un fact2uet 31 sur les cellules sélectionnées
H460MX. Néanmoins, le déplacement du bromobenzyloiy pas entrainé de toxicité

cellulaire, méme a forte concentration (100 puM).
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La sélectivité du composéa a également été évaluée et tout comm#BL-1l -141, ce
composé est sélectif pour ABCG2. En effet, a 1 @tM, il n'est pas capable d'inhiber
l'activité d’efflux ni de la rhodamine 123a la P-gp, ni de la calcéine-AMa MRP1 (valeurs

de pourcentage d’inhibition obtenues proche de 0).

Les activités ATPasiques basale et couplée obtepoes les composéZa et 7b sont

présentées dansTableau 7.

o Inhibition activité
% Activite

Référence ] ATPasique couplée
ATPasique basale
ECso (UM)

MBL-II-141 62 + 17 0,38

Ko143 26 + 32 0,17
Quercetine 420 + 24 /
Nilotinib 3234 /
Prazosine 243 + 24 /

7a 92+4 0,53

7b 211 +24 0,01

Tableau 7: Activités ATPasiques basale et couplée des coésites et 7b. L'activité ATPasique basale est
mesurée également poMBL-11-141 , Ko143 et différents substrats transportés : ditare (2 uM), nilotinib
(0,1 uM) et prazosine (20 uM).

Il est intéressant de noter que le déplacement rdupgment benzyloxy en position 6
(composéra) induit une baisse de I'inhibition de l'activitéTRasique basale en accord avec
le fait que I'on observe une légere baisse de doFtour l'efflux de la mitoxantrone. En
revanche, son déplacement en position 7 entraieestimulation de I'activité ATPasique
basale (2,1 fois), de maniere similaire a des satsstransportés tels que la quercétine (4,1
fois), le nilotinib (3,2 fois) ou la prazosine (2{dis). A ceci vient s'ajouter le fait que le
composérb présente une inhibition de I'activité ATPasique piée beaucoup plus forte que
celle observée pour I|MBL-1I-141, le Kol43 ou le compos&a, avec une E&
respectivement 38, 17 et 53 fois plus faible. Gsultats peuvent étre corrélés au profil de
substrat et non d’inhibiteur du compo&g bien qu’aucune preuve concréte n'a pu permettre

de prouver ou non le transport du compols&ia ABCG2.
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[1.4.3. RSA issues de la pharmacomodulation 2 : modulatiode la nature

et de la position du groupement sur le cycle benzyty
11.4.3.1 Résultats antérieurs
Comme nous l'avons déja abordé dans les paragragpiéegdents, la comparaison des

analogues dBL-II-141 modulés empara du cycle benzyloxy tend & montrer I'importance
d’'un atome de brome sur cette positidalfleau §.238

Cytotoxicité
Référence R EGo (M)
G s0(UM)
Chromonesf H 0,18 35
MBL-II-141 Br 0,13 £ 0,09 >100

Tableau 8: Etudes antérieures de modulation de la natude dabstitution empara du groupement benzyloxy.
Activités inhibitrices (EGo) correspondantes (Inhibition de l'efflux de la oxiantrone au sein de cellules

transfectées surexprimant ABCG2) et étude de latayicité. Résultats issus des travaux de Valdat#eri

A la lecture de ces résultats, alors quéBL-11-141 et le compos&f sont équivalents en
termes d’inhibition du transport de la mitoxantrpfiatroduction du brome permet de réduire
considérablement la cytotoxicité. La présence dhalogene étant bénéfique pour les
caractéristiques pharmacochimiques, nous avons gpgértun d’étudier l'influence et la

position de I'halogene sur le groupement benzyloxy.
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11.4.3.2 Influence de la nature et de la position de I'halege

o

O O 3 X0 0o
B Pharmacomodulation 2 )‘f.'_ _—
| - I H
O = NH o = NH

o o

MBL-II-141 -0 Composés 11a a llf\O

Figure 51: Modulation de la nature et de la position delblg&ne sur le cycle benzyloxy.

Dans un premier temps, nous avons déplacé le bsundes position®ortho et méta du
groupement benzyloxy (composEkaet11b) (Figure 51). Par la suite, nous avons substitué
'atome de brome par un atome de fluor tout enianid’influence de sa position sur les
caractéristiques pharmacocinétiques (compdsks 11d et 116. Nous avons également
choisi de synthétiser un analogue difluoré (compbEg. En effet, le fluor est largement
utilisé comme groupement de choix en chimie médlein Sa présence peut permettre
d’améliorer la stabilité métabolique, de moduler peopriétés physicochimiques telles que la
lipophilie et d’augmenter l'affinité vis-vis d’unarotéine donnéé?!

L’ensemble des résultats obtenus pour cette nansgtie de pharmacomodulations est

présenté sur [€ableau 9
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Cellules transfectées

N HEK293 Cytotoxicité
Référence X Position
% inhibition G50 (ULM)
) ECso (LM)
maximale

MBL-II-141 Br 4 98 +5 0,13 + 0,09 >100
11la Br 2 103 +10 0,09 +0.02 >100
11b Br 3 98 + 8 0,54 + 0,05 e.c.
11c F 2 129 +4 0,556 + 0,009 94+1
11d F 3 107 +3 0,19 +£ 0,03 e.c.
11e F 4 106 £ 4 0,13 +0,03 e.c.
11f F 3.4 140 + 3 0,63 +£ 0,02 99+0,2

Tableau 9: Inhibition de I'efflux de la mitoxantrone sursleellules ABCG2 transfectées surexprimant ABCG2
(HEK293-ABCG2) et étude de la cytotoxicité des cosgsllaallf. Les valeurs représentent la moyenne * la

déviation standard sur un minimum de trois expéesnndépendantes. e.c. = en cours.

A la lecture de ces résultats, on remarque quépéadement de I'atome de brome en position
2’ conduit & une activité inhibitrice équivalentec@lle duMBL-II-141 . Une légere baisse
(d’un facteur 4) est observée pour le compbHédont le brome est en position 3’. Ainsi, la
position de l'atome de brome sur le groupement ylewmy influence peu le pouvoir
inhibiteur. De plus, nous pouvons observer quetedogues fluoré en position 3’ (composé
11d) et en 4 (composd1le possedent le méme profil inhibiteur que le cheffile. Le
déplacement de I'atome de fluor @rnho (composél1c) entraine quant a lui une Iégére baisse
de I'activité inhibitrice d’'un facteur 4,3. Cechig ainsi a montrer que la taille et la position de
I'halogene sur le cycle benzyloxy ne sont pas iistes et qu’aucune corrélation ne peut étre
faite entre ces deux parametres. Pour finir, kdtrction de deux atomes de fluor en position
3’ et 4’ (composéd 1f) conduit également a la diminution de I'activitdibitrice d’un facteur

5.

Les composédla et 11c présentant respectivement des atomes de brome #uat en
position 2’ sont dépourvus de cytotoxicité vis-a-vdes lignées contréles surexprimant

ABCG2. Cette position semble ainsi importante plaucytotoxicité. Le dérivé difluoré se
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révele quant a lui beaucoup plus cytotoxique. kessstde cytotoxicité des compoddd, 11d
et1lesont actuellement en cours.

Les tests de sélectivité et I'étude des activité®Pasiques basale et couplée sont également en
cours d’étude pour I'ensemble de ces composés. fdapg ces premiers résultats
d’inhibition de l'efflux de la mitoxantrone ainsiug de cytotoxicité suggerent fortement la

découverte d’'un nouveau composé chef de file, hepusélla équivalent aMBL-11-141 .

11.4.3.3 Introduction d’'un groupement meéthoxylé

La substitution du groupement brome par un group¢methoxy a également été entreprise
(composél6). D’'un point de vue stérique, le groupement méyhest équivalent au brome.
De plus, il s’agit d'un groupement accepteur déstin hydrogene, nous permettant ainsi
d’étudier si une liaison hydrogene permet de faasriinteraction avec la protéine ABCG2.
L’activité inhibitrice de I'efflux de la mitoxantree du compos#6 figure dans I ableau 1Q

Cellules transfectées HEK293

Référence
% inhibition maximale EC 50 (UM)
MBL-II-141 98 +5 0,13 £ 0,09
16 100+7 0,83 £ 0,07

Tableau 10: Inhibition de I'efflux de la mitoxantrone sursleellules ABCG2 transfectées surexprimant ABCG2
(HEK293-ABCG2) du composd6. Les valeurs représentent la moyenne + la déwiastandard sur un

minimum de trois expériences indépendantes.

La présence d'un groupement méthoxy en positioduwbenzyloxy entraine une perte de
linhibition d’'un facteur 6 par rapport aMBL-II-141 . Ceci suggere ainsi que la présence
d’'un groupement accepteur de liaison hydrogene ette @osition tend a étre légerement
défavorable pour 'activité inhibitrice.

Les tests de cytotoxicité et de sélectivité et édedmination des activités ATPasique du

composélL6 sont actuellement en cours d’évaluation biologique
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[1.4.4. RSA issues de la pharmacomodulation 3 : modulatiode la nature
et de la position de la substitution du groupemenporté par le

cycle indolique

Inspirés de travaux antérieurs, nous avons déceldldrer le réle du groupement méthoxy
porté par le noyau indolique dBL-11-141 .2%°

Dans le cadre de cette étude, le groupement metthokBL-11-141 a été remplacé par un
atome d’hydrogene (composEra), un groupement hydroxy (compogérb), éthyloxy
(composé 170, propyloxy (composél7d) et isopropyloxy (composél7g. Enfin, le
groupement meéthoxy a été déplacé de la positiola®pasition 6 (composgrf) (Figure 52).

Y
Composés 17aa 17f 5 R6

Figure 52: Modulation de la nature de la substitution enitpms5 de l'indole.

L’ensemble des résultats obtenus pour cette fanidlecomposés modulés sur le cycle

indolique est résumé dansTiableau 11
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Cellules transfectées Cellules sélectionnées

HEK293 H460MX N

o N Cytotoxicité
Référence Position R Inhibition Inhibition
. i G s0(UM)
maximale ECso (UM) maximale ECso (UM)
% %

MBL-II-141 5 OCH; 98 +5 0,13 +0,09 107 +11 0,05+0,01 >100
17a 5 H 97 +10 1,0+0,2. e.c. e.c. e.c.
17b 5 OH 104 +7 4,3+0,5 e.c. e.c. e.c.
17c 5 OCH,CHs / 0,18 £ 0,01 / / e.c.
17d 5 O(CH.)2CHs / 0,14 + 0,02 / / e.c.
17e 5 OCH(CH)2 / 0,18 + 0,01 / / e.c.
17f 6 OCH;s 97+30 0,10+0,03 89+5 0,08+0,04 53+0,1

Tableau 11: Inhibition de I'efflux de la mitoxantrone sur lesllules ABCG2 transfectées surexprimant ABCG2
(HEK293-ABCG2) et les cellules sélectionnées H460kb€tude de la cytotoxicité des composéa a 17f.
Les valeurs représentent la moyenne + la déviatiandard sur un minimum de trois expériences irmkipaes.

€.C. = en cours.

La suppression du groupement meéthoxy en positiagle Findole entraine une diminution
d'un facteur 8 de l'activité inhibitrice montraninai I'importance du réle joué par un
groupement hydrophobe en cette position. Ceci esttaht plus confirmé par le composé
17b, possédant un groupement hydrophile et conduidamhe activité inhibitrice 33 fois
inférieure a celle dVIBL-11-141 . Les composé$7c 17d, 17eet 17f présentent quant a eux
des valeurs d’E€ équivalentes amMBL-11-141 .

Nous pouvons ainsi conclure que la présence d’'owupgment hydrophobe au niveau du
cycle indolique joue un rdle dans le maintien dactivité inhibitrice du transport de
mitoxantrone. Nous pouvons également conclure guygokition 5 de l'indole est tolérante
d'un point de vue stérique. En effet, cette positaccueille aussi bien un groupement
méthoxy qu’un groupement propyloxy ou isopropyloxy.

Le composél 7f, équivalent a notre chef de file en termes diitlih, est 'unique composé

de la série dont les tests biologiques ont étéddppdis. Ce composé est sélectif d’ABCG2
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vis-a-vis de la P-gp et a MRP1. Cependant, il geleéétre bien plus toxique queN&L-II-

141 (Tableau 11).

Ainsi, au vu des résultats obtenus, la substityti@nun groupement méthoxylé en position 5
du cycle indolique reste a I'heure actuelle le teail compromis en termes de relations

structure-activité.

[1.4.5. RSA issues de la pharmacomodulation 4 : méthylatiodes azotes

indolique et amidique

Afin d’étudier linfluence du caractere donneurfepteur des liaisons N-H sur le profil
pharmacologique, nous nous sommes intéressés atlaylation des azotes indolique et

amidique de notre chef de file.

MBL-II-141 Composés 25a a 25h
—~0 R,

Figure 53 Méthylation des azotes amidique et indolique.

Une premiére série de composés dépourvus de suapgtisur le cycle indolique (R= H,
compose5a 25b et 250 a été synthétisée, suivie des dérivés présentargroupement
méthoxy en position 5 (R= OCHs, composég&5d, 25eet 25f).

En paralléle, nous avons entrepris la synthéseatbgnedN-méthylés sur les azotes amidique
et indolique pour la série portant le groupememizhloxy en position 6 (compos@sg et

25h) et sans substitution sur la partie indolique.

Les résultats d'inhibition de I'efflux de la mitaxtionevia ABCG2 ainsi que de cytotoxicité

sont rassemblés dansTiableau 12

111



CHAPITRE 2. MODULATION DE LA PROTEINE ABCG2

o I |
< > / N
Br T f0) = N-R,
o]
R4
Cellules transfectées Cellules sélectionnées
HEK293 H460MX
. N Cytotoxicité
Référence Position R R2 Rs  Inhibition Inhibition
. ) G50 (UM)
maximale ECso (UM) maximale ECso(UM)
% %

MBL-II-141 5 OCHs H H 98 +5 0,13 +£ 0,09 107 +£11 0,05+ 0,01 >100
25a 5 H H CHs 105+29 1,11+0,05 89+9 0,57 £ 0,06 21+2
25b 5 H CHs H 85+5 0,30 £ 0,01 102+8 0,22+0,03 16 +3
25¢ 5 H CHs CHs 88 +11 1,0+0,3 84+12 0,50+0,05 18,1+0,2
25d 5 OCHs H CHs 101+20 0,96 +0,03 96 + 4 0,5+0,2 >100
25e 5 OCH CHs H 109 +8 0,22 £ 0,08 / / e.c.
25f 5 OCHs CHsz; CHs 111 +6 0,7+0,2 / / e.c.
25¢g 6 H H CHs 54 + 16 2,6+0,6 50+5 1,7+0,4 25+5
25h 6 H CHz; CHs 50 + 15 2,1+05 61+1 2,2+0,5 33+5

Tableau 12: Inhibition de l'efflux de la mitoxantrone sur le®llules HEK293-ABCG2 et sur les cellules
H460MX sélectionnées et étude de la cytotoxicite cmmposé@5aa 25h. Les valeurs représentent la moyenne

+ la déviation standard sur un minimum de troiségigmces indépendantes.

En comparaison avec MBL-1I-141 , une diminution plus ou moins importante du pouvoi
inhibiteur est observée pour I'ensemble des congpegithétisés sur les lignées transfectées
HEK293-ABCG2 et sélectionnées H460MX.

Une baisse plus importante de I'activité inhibiriz été observée lors de la mono-méthylation
de l'azote amidique central. En effet, cette simpiedification de structure conduit & une
diminution de 9 a 11 fois de I'activité inhibitriceur les cellules HEK293-ABCG2 et
d’environ 11 fois sur les cellules sélectionnée®S®BMX respectivement pour les composés
25d et 25a Un tel effet négatif semble s’additionner a cehduit par le déplacement du
cycle benzyloxy en position 6. En effet, autantlssrlignées transfectées que sur les lignées
sélectionnées, le pourcentage d'inhibition maxinedelimité a 50-61% pour les composés
25g et 25h. Une diminution de l'activité inhibitrice est eégatent observée (de 21 a 26 fois
sur HEK293-ABCG2 et de 33 a 43 fois sur H460MX).
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La méthylation de l'azote indolique, quant a elblenduit a des résultats tout de méme
intéressants, respectivement pour les comp@&eset 25b sur les lignés transfectées.
Cependant ceci ne parvient pas a contrebalandéet leégatif produit par la méthylation de
'azote amidique au sein des compo&&s et 25f qui présentent des B£7 a 10 fois
inférieures awBL-11-141 sur les cellules transfectées et 10 fois inférigy@ur le composé

25cchez les cellules sélectionnées.

Concernant I'étude de cytotoxicité, les compaodgg 25b, 25¢ 259 et 25h présentent une
toxicité plus élevée que MBL-1I-141 . Cependant, pour le compo2sd, seul composén
série méthoxylée a avoir été testé pour la cytoitgxion assiste cette fois-ci a une perte totale
de cytotoxicité soulignant I'effet bénéfique du gpement méthoxy porté par l'indole. Les

tests de toxicité des composse et 25f sont actuellement en cours.

Concernant la sélectivité pour ABCG2 vis-a-vis @ R-gp et MRP1, uniquement les
composéx5a, 25b, 25c et 25d ont été testés. Ces composés présentent des pages
d’inhibition de I'efflux de la rhodamine 123 (polar P-gp) et de la calcéine-AM (pour MRP1)
inférieurs a 8,3%. Ces composeés sont ainsi sedquiifir ABCG2. Les tests de sélectivité des

composé5e 25f, 25get25h sont actuellement en cours.

Les activités ATPasique basale et couplée ont ggale été déterminées pour ces composés

et sont rassemblées dang &bleau 13
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Inhibition activité

Référence % 6CIIVIté ATPasique couplée
ATPasique basale
ECso (UM)
MBL-II-141 62 + 17 0,38
Ko143 26 + 32 0,17
Quercetine 420 + 24 /
Nilotinib 323+4 /
Prazosine 243 + 24 /
25a 39+10 > 2
25b 57+14 1,1
25¢c 58 + 10 > 2
25d 26 +3 >2
25e e.c. e.c.
25f e.c. e.c.
25¢g 88+ 17 > 2
25h 70 + 29 >2

Tableau 13: Activités ATPasiques basale et couplée des coédgfta a 25h. L'activité ATPasique basale est
mesurée également poMBL-11-141 , Ko143 et différents substrats transportés : dgitare (2 uM), nilotinib
(0,1 uM) et prazosine (20 uM).

L’ensemble des composés semblent inhiber I'acti&@asique basale, tout commeM8L-
[I-141 ou le Ko143. Cependant, uheméthylation de I'amide central, au sein des corapos
25a 25¢ 25d, 259 et 25h, semble étre défavorable a linhibition de l'adgvATPasique
couplée (EG > 2). Ceci corréle avec la diminution d’activitghibitrice observée sur
ABCG2.

Il est tout de méme intéressant de noter que,gpgorort auMBL-11-141 , les composé®5aa
25d inhibent plus l'activité ATPasique basale toutiehibant moins I'activité ATPasique
couplée. Or l'activité inhibitrice de ces quatrempmseés sur le transporteur est globalement
amoindrie ce qui peut sous-entendre une dualitétidi@d’interaction avec la protéine
ABCG2. Nous pouvons tout de méme conclure sur céttie que la suppression du caractére
donneur de proton des liaisons N-H amidique etligde entraine une baisse de I'activité

inhibitrice.
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[1.4.6. RSA issues de la pharmacomodulation 5 : introductio d’'un cycle

triazolique

Les composeés portant un hétérocycle de natureoligae joue un réle important en chimie
meédicinale. En effet, le groupement triazole egtabée de se lier a un grand nombre
d’enzymes et de récepteurs biologiguesdiverses interactions non covalent&sDe plus,
de nouveaux composés portant un cycle triazoligpesent révélés étre de trés bons
inhibiteurs de la protéine P-gp’ Ainsi, nous avons décidé d’introduire un motitizole au
sein de la chaine centrale de notre structure dfem étudier I'inmpact sur le profil
pharmacologique. Différents groupements R ont ét&Foduits tels que des cycles
benzéniques, substitués ou non, et un cycle ingeligmportant pour I'activité biologique
(Figure 54).

MBL-II-141 -G Composés 27a a 27¢

Figure 54: Introduction d'un cycle indolique au sein de sysCtures.

Les résultats biologiques obtenus pour ces commus#gésumés dansTableau 14
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Cellules transfectées Cellules sélectionnées
HEK?293 H460MX Cytotoxicité
Référence R
Inhibition Inhibition IG s0(UM)
) IC 50 (UM) ) ICs0 (UM)
maximale % maximale %
MBL-11-141 / 98 +5 0,13 + 0,09 107 +11 0,05+0,01 >100
\
27a w_@ 78+9 1,5+0,7 76+13  0,5+0,1 10+7
\
27b “‘d;@& 95 +17 0,57 + 0,01 76 £ 6 0,71+0,04 0,7+0,1
&
27¢c \NH 87 +17 0,49 + 0,03 86+3 0,5+0,1 5,20+0,04

Tableau 14 : Inhibition de l'efflux de la mitoxantrone sur le=ellules transfectées surexprimant ABCG2
(HEK293-ABCG2) et sur les cellules H460MX sélectiéns et étude de la cytotoxicité des compazéas 27c

Les valeurs représentent la moyenne + la déviatiandard sur un minimum de trois expériences intgaes.

L’introduction d’'un cycle triazoligue au sein de snatructures tend a montrer le role
bénéfique joué par I'indole pour obtenir une atéivmhibitrice. D’une part, la modification de
sa position par l'introduction d’un triazole aurseiu bras espaceur (compds&) conduit a
une activité inhibitrice 4 fois inférieure a cetla MBL-11-141 sur les cellules transfectées et
9 fois inférieure sur les cellules sélectionnéesi #ein des cellules transfectées, le
remplacement du cycle indolique par un groupembgahple dans le compog&¥a conduit a
une forte diminution de l'inhibition alors qu’unfet plus modéré est observé pour le composé
27b présentant un groupemegrdra-bromobenzyle. L'inverse est observé au sein digles
sélectionnées. Ici, nous retiendrons surtout lé €mie, sur les cellules sélectionnées,
l'introduction d’un cycle de nature triazoliquetsaduit par une baisse de I'activité inhibitrice
d’'un facteur 10 a 15. De plus, cette pharmacomaidulanduit une augmentation importante
de la cytotoxicité par rapport au chef de file.

Ainsi, I'ajout d'un tel cycle présente le seul bBoé d'introduire des azotes basiques
permettant, si on le souhaite, de salifier les pitsdsynthétisés en vue d’améliorer leur

hydrosolubilité. Les sels correspondant seraiennsactifs que IeViBL-1I-141 mais avec
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une meilleure hydrosolubilité, paramétre critique chef de file restant a améliorer dans

I'avenir.

Les résultats obtenus pour les activités ATPasifasale et couplée sont réesumées dans le
Tableau 15

Inhibition activité

% Activité )
Référence ) ATPasique couplée
ATPasique basale
ECso (UM)

MBL-11-141 62 £ 17 0,38
Ko143 26 + 32 0,17
27a 72 £26 0,43
27b 73 +£17 0,93
27c 43 +4 0,25

Tableau 15: Activités ATPasiques basale et couplée des coég¥aa27c L'activité ATPasique est mesurée
également pouMBL-11-141 et le Kol143.

Tout comme pour IMBL-11-141 et le Ko143, l'activité ATPasique basale est ideilpar le
compos&7c Ces résultats tendent une nouvelle fois a coefilimportance de la présence
d’'un cycle indolique pour obtenir une activité ibitiice. En effet, cette derniére est altérée
pour les composéx7aet27b ou I'indole n'est pas présent.

Concernant I'activité ATPasique couplée, le com@&e le plus actif en termes d’inhibition
de l'efflux de la mitoxantroneia ABCG2 est également le plus actif en termes diition

de l'activité ATPasique couplée. Cependant, biea lgucompos@7a soit capable d’inhiber
correctement I'activité ATPasique couplée, il eBtfais moins actif que IMBL-11-141 en
termes d’inhibition de transport.

[1.4.7. RSA issues de la pharmacomodulation 6 : suppressiale I'amide

central

Afin de déterminer le rble joué par la fonction dmiprésente dans la chaine centrale sur
l'activité biologique, nous avons décidé de la roer par une fonction amine tertiaire.

Deux composés ont été synthétisés, I'un sous falenehlorhydrate sans substitution du cycle
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indolique (compose32a) et le second sous forme de base libre possédaigiraupement

méthoxylé en position 5 du cycle indoliqgue (comp®%B) (Figure 55).

Repy O
Pharmacomodulation 6 Br @f\j\/ |
1 Y

MBL-II-141 Composés 31b et 32a

NH

Figure 55. Analogues présentant une amine tertiaire aud®ia chaine centrale

Les résultats biologiques obtenus pour l'inhibitide I'efflux de la mitoxantrone ainsi que

pour I'étude de la cytotoxicité sont rassembléssdaiableau 16

Rq

Cellules transfectées Cellules sélectionnées
HEK293 H460
. Cytotoxicité
Référence R Forme Inhibition Inhibition
. ) G50 (UM)
maximale ECso (UM) maximale ECso (UM)
% %
MBL-II-141 / / 98 +5 0,13 +£ 0,09 107 +11 0,05+ 0,01 >100
31b OCH; Base libre 75+8 1,1+0,6 106 +13 0,6+0,2 >100
32a H Chlorhydrate 46 + 10 1,8+0,5 104+12 1,1+0,2 >100

Tableau 16 : Inhibition de l'efflux de la mitoxantrone sur leellules transfectées surexprimant ABCG2
(HEK293-ABCG2) et sur les cellules H460MX sélectiéns et étude de la cytotoxicité des comp@ddset
32a Les valeurs représentent la moyenne * la déwiastandard sur un minimum de trois expériences

indépendantes.

L’introduction d’'une charge positive au niveau @arline tertiaire du compos&a induit un
effet négatif sur I'activité inhibitrice. En effele pourcentage d’inhibition observé n’atteint
que 46% et la valeur d’'Bgest environ 14 fois supérieure a celle dBL-11-141 sur les

cellules transfectées HEK293-ABCG2. En paralléde cobmposé3lb, amine tertiaire sous
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forme de base libre, présente un pourcentage 8iiidn plus éleve, certainement da a la
présence du groupement méthoxy sur le cycle indejignais son E4g reste environ 9 fois
supérieure aMBL-11-141 . Ces résultats tendent & montrer que la suppredsida fonction
amide au sein de la chaine centrale est défavoadhtehibition pour les cellules transfectées
et sélectionnées. De plus, les compd@&Hs et 32a ne sont pas cytotoxiques. Ainsi, une fois
encore, ces composés présentent l'unique avantageduire un azote basique permettant

de former des sels pour jouer sur I'hydrosolubiiés produits synthétisés.

lls ont par la suite été évalués pour leurs aésvATPasiques basale et couplée. Les résultats

sont rassemblés dansTiableau 17

Inhibition activité

- % Activité ) ]
Référence ) ATPasique couplée
ATPasique basale
ECso (UM)

MBL-I1-141 62 + 17 0,38
Ko143 26 + 32 0,17
31b 30+21 0,82
32a 34+19 > 2

Tableau 17 : Activités ATPasiques basale et couplée des coémp®sb et 32a L'activité ATPasique est
mesurée également pddBL-11-141 et Kol143.

Les composé8lb et 32a sont capables, tout commeNBL-11-141 et le Ko143, d’inhiber
l'activité ATPasique basale. Cependant, ces deumposés sont moins efficaces en termes
d’inhibition de l'acticité ATPasique couplée, canfiant I'effet défavorable de la suppression

de I'amide. Ces résultats correlent une nouveikdwec le profil d’inhibiteur ’ABCG2.

[1.4.8. RSA issues de la pharmacomodulation 7 : introductio d’'un motif

acide aminé

Le composé Ko143, inhibiteur de référence d’ABCGhtient un motif leucine au sein de sa

structure Figure 56).
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N
0 o

Figure 56: Structure du Ko143.

A titre exploratoire, nous nous sommes intéresséaedseptiéme pharmacomodulation qui
consiste en l'introduction d’'un motif acide aminénd la partie centrale de nos composeés.
Trois acides aminés commerciaux, protégés sous fleume d’ester de méthyle et de

configurationL ont été utilisés : la-valine, laL-leucine et la_-isoleucine Figure 57).

38
Br

o3
Pharmacomodulation 7 g, o NH
e - I R l
O = NH O N
\ H
(0] R
/O

o

MBL-II-141 —0 Composés 35a a 35¢

Figure 57: Introduction d'un motif acide aminé dans la ckajantrale.
Les intermédiaires sous la forme d’esters et dexmht également été testés biologiquement.

Les résultats correspondant a l'inhibition de lietf de la mitoxantrone obtenus pour

'ensemble de ces composeés sont rassemblés daableEau 18
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T3
Br ‘ H (o}
0 })LRH
o R'

Cellules transfectées HEK293

R&fe R R Cytotoxicité
éférence ’ " RO
Inhibition ECeo (UM) 1G 50 (M)
maximale %

MBL-II-141 / / 98 +5 0,13 + 0,09 >100
33a CH(CHs)2 OCH; 102 +4 0,274 +0,009 17,3+0,9
33b CH,CH(CH)2 OCH; 101 +7 0,6 +0.1 29,8+0,9
33c CH(CHs)CH.CH3z OCHs 115+ 14 0,59 + 0,08 22,6 +0,8
33d CH(CHs)2 OC(CHs)s 97 £8 0,29 £ 0,01 6,6 £0,3
34a CH(CHs)2 OH 17 +4 >10 >100
34b CH>CH(CH)2 OH 15+1 >10 6,5+0,5
34c CH(CHs)CH.CH3 OH 245+09 >10 >100

NH
‘5 l
35a CH(CHs)2 N 99 +3 0,34 £ 0,02 7,6 0,6
0
NH
‘ﬁ l
35b CH2CH(CHs)2 N 105 +9 0,91 + 0,06 >100
0
NH
_;f I
35¢c CH(CHs)CH.CHs H 110 +5 0,16 £ 0,04 54+0,6

Tableau 18: Inhibition de l'efflux de la mitoxantrone sur lellules transfectées surexprimant ABCG2
(HEL293-ABCG?2) et étude de la cytotoxicité des cos#s33aa35c Les valeurs représentent la moyenne = la

déviation standard sur un minimum de trois expéeernndépendantes.

L’ensemble des esters intermédiai83a, 33b, 33c et 33d sont globalement moins actifs en
termes d’inhibition que le chef de file. Les com@®33a et 33d, synthétisés a partir de la
valine, présentent une diminution de I'activitéibitrice d’'un facteur 2 et 2,2 tandis que les
composés33b et 33¢ synthétisés a partir de la leucine et de l'isolee augmentent les

activités inhibitrices respectivement d’'un factéi8 et 4,5.

Les analogues acidégla a 34c ne sont quant a eux pas actifs. L’hydrophilie aléoinction

acide au sein de ces composés pourrait expliqiericactivité.
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Pour finir, alors que le compo8&b issu de la leucine présente une activité inhdstii fois
inférieure auMBL-11-141 , le compos&5aissu du motif valine présente une diminution d’'un
facteur 2,6 de l'activité inhibitrice. Le compo8&c quant a lui, issu du motif isoleucine,

présente une activité équivalente au chef de file.

Concernant leur cytotoxicité, les composés esteymédiaires33a 33b et 33c sont plus
toxiques que IMBL-11-141 avec une toxicité accrue observée pour le comBddgunique
ester detertio-butyle. Les dérivés acideé®la et 34¢ bien que totalement inactifs, sont non
toxiques avec des valeurs daggsupérieures a 100 uM. L’aci@db quant a lui présente un
comportement différent, avec une forte cytotoxicRéur finir, la cytotoxicité des produits
finaux 35a et 35c se révele étre largement supérieurdViBL-11-141 tandis que le composé

35b ne présente aucune cytotoxicité.

Les études de sélectivité et des activités ATPasiqoasale et couplée relative a cette
nouvelle famille sont actuellement en cours. D’aprés premiers résultats, nous pouvons tout
de méme conclure que ces composeés, bien que nuiifssed plus toxiques que MBL-II-

141, restent tout de méme intéressants a étudiernebtaulation de la nature de I'acide aminé
nous permettra de varier différentes propriétésigjues telles que la solubilité.

De plus, malgré l'absence du cycle indolique, lesngosés intermédiaire33a a 33c
présentent de bons résultats biologiques prélimasaiCeci tend a montrer que I'absence de
cycle indolique, important pour l'activité d’inhiimn du transport, est contrebalancée par la
présence de résidus hydrophobes sur la chainealenttajout de cycle indolique sur cette
nouvelle série n'apparait ainsi plus comme un patemsi important. Ceci ouvre des
perspectives a la synthése d’autres amides (negasspas forcément un cycle indolique),
plus stables que les esters vis-a-vis d'une hydeolgn milieu biologique, les acides

correspondants étant inactifs (compo3€sa 34¢).
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I1.5.
ACTIVITE

CONCLUSIONS DES ETUDES DE RELATIONS STRUCTURE-

La Figure 58 dresse un bilan récapitulatif de I'impact de 'emble des modulations sur

linhibition de l'activité de transport d’ABCG2 etur les activités ATPasiques basale et

couplée.

ﬁ)éplacement en position 6 h

Défavorable pour ['inhibition
de l'efflux de MXR.
Inhibition de I'activité

ATPasique basale en position 5
et 6 et stimulation en position 7.
Tres forte inhibition de I'activité

ATPasique couplée en position

/Suppression de 'amide cent&

Défavorable pour I'inhibition de

I'efflux de MXR.

Diminution de la cytotoxicité.

basale.
Diminution de

N .

Inhibition de I'activité ATPasique

l'inhibition de

Qctivité ATPasique couplée.J

Position et nature de
I'halogéne
Aucune amélioration
par modification de
la position ou
substitution avec un

fluor.

Groupement méthoxy
défavorable pour
I'inhibition de I'efflux
de MXR.

Qodifiam la position 6. /

Introduction d’un acide aminé
Légérementdéfavorable a I'inhibition
de l'efflux de MXR.

Augmentation de la cytotoxicité.

Mais nouvelle piste a explorer.

/Introduction d'un triazole\

substitué

Défavorable pour l'inhibition
de l'efflux de MXR.
Inhibition de  [lactivité
ATPasique basale (baisse lorg

de la substitution avec un

/ Nature et position du \

groupement méthoxy

Groupement hydrophobe (OR)

nécessaire a I'activité
d’'inhibition de [lefflux de
MXR.

Aucune amélioration en

indole et un bromophényle).
Inhibition de I'activité

ATPasique couplée lors de la

&ub:titution avec unindo. /

Méthylation NH indolique et amidique

Défavorable pour I'inhibition de I'efflux
de MXR.

Diminution de la cytotoxicité pour R=
OMe.

Inhibition de l'activité ATPasique basale
et baisse de [linhibition de [Iactivité

ATPasique couplée.

Figure 58: Schéma résumant les points importants issustiede des relations de structure-activité par reppo

a l'inhibition de I'efflux de substrats et les adtits ATPasiques (MXR = mitoxantrone).

Nous constatons que I'ensemble des composés dgéthatt testés agissent comme des

inhibiteurs d’ABCG2. Cependant, aucun des compasegarvient a surpasser l'activité
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inhibitrice duMBL-II-141 , malgré la diversité structurale des modulatiopigoatées. Nous
retiendrons tout de méme le compa@géd’activité équivalente au chef de file et dépoureu
toute cytotoxicité. Ceci apporte ainsi de nouveél#ments quant a la polyspécificité de la

protéine.

L’étude des activités ATPasiques basale et coupdés apportent de nouvelles informations
guant a l'interaction de nos composés avec la m®t&BCG2. En effet, ces activités
ATPasiques semblent obéir a différents mécanisrtiea eduire différentes conformations
de la protéine. En effet, comme nous l'avons vicgdémment, ces deux activités peuvent
étre modulées séparément par différentes modiicati structurales des chromones
synthétisées. Par exemple, alors qudBi-II-141 ainsi que 'ensemble des autres composés
inhibent I'activité ATPasique basale, le comp@béest le seul capable de la stimuler.

La corrélation existante entre l'inhibition de ltaité de transport d’ABCG2 et I'inhibition de
I'activité ATPasique couplée suggére un couplageediénergie fournie par I'hydrolyse de
I'ATP et la translocation des substrats au seig@uaine transmembranaire. Cependant, peu
d’'informations existent sur le role joué par l'ate® ATPasique basale. Il est possible que
cette activité soit impliquée dans la flexibilitée da protéine, contribuant ainsi a la

polyspécificité d’ABCG2 vis-a-vis d’'une large vaéée substrats.

11.6. PERPECTIVES

Dans la continuité de la pharmacomodulation 7, @e/eaux acides aminés seront introduits,
nous permettant ainsi de moduler certaines pr@sighysiques telles que la solubilité. Dans
chaque cas, lintermédiaire ester de méthyle amse les dérives couplés a la 5-
méthoxytryptamine seront testés. Nous pouvons aumssgsager d’autres amides puisque sur
cette série, la présence du cycle indolique n'adpafus étre si importante. De plus, suite aux
résultats obtenus par le compdsks, il sera intéressant de synthétiser cette nousgtee

avec un atome de brome en position 2’ du cycle ylery.

Les études dWMBL-II-141 vont également se poursuivre. Tout d’abiorglivo ou un nouveau
modele animal sera mis en place afin de testendé de file sur des souris xénogreffées par
des cellules, non plus transfectées mais séle@esnsurexprimant ABCG2. Ce nouveau

modeéle animal, plus proche des cas cliniques, peusettra de confirmer ou non l'efficacité
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du MBL-II-141 . Ces tests seront réalisés au sein de I'équipBrduisottesman et du Dr.
Ambudkar auNational Cancer Institut§NCI) & Bethesda (Etats-Unis). La sélectivité du
MBL-II-141 pour ABCGZ2, vis-a-vis de la P-gp sera égalemartiégin vivo.

Le MBL-1I-141 , parmi d’autres inhibiteurs, sera également @titlans la co-cristallisation de
la protéine ABCG2 afin d’en établir sa structurestalline 3D haute résolution. Ces études
seront réalisées au sein de I'équipe du Dr. Platson de I'IBCP de Lyon.

Des études pharmacocinétiques (métabolisation,idmpodibilité, ...) duMBL-1l-141 sont
également actuellement en cours au sein de I'éqiupBr. Jérdme Guitton de I'Institut des
Sciences Pharmaceutiques et Biologiques de Lyon.

L'une des contraintes rencontrée aveMBL-11-141 étant son hydrosolubilité, la présence
de groupements salifiables, tels que des azotes, @vérer bénéfique malgré une perte
d’activité in vitro. Ainsi, il sera intéressant de tesiterivode nouveaux composes salifiables,
moins actifs que le chef de file mais sous formeseé afin d’en étudier leur profil

pharmacologique.

Cependant, comme nous avons pu le constater, malgré grand nombre de
pharmacomodulations réalisées, nous arrivons aade u il devient difficile d’obtenir de
meilleurs composés que IMBL-1I-141 . Il devient ainsi nécessaire de changer notre
approche. Comme nous l'avons vu précédemmentctestés ATPasiques basale et couplée
semblent obéir a différent mécanismes. Bien qumieposérb soit 'unique dans cette série
capable de stimuler cette activité, d’'autres inbilnis actifs dABCG2 se sont révélés étre
également des stimulateurs de l'activité ATPasihasale. Parmi eux des dérivés hydroxy-
indénoindoles. Ceci atteste ainsi de la polysp&téfid’ ABCG2 et de I'existence de plusieurs
sites d’interaction. Comme nous le verrons dansuie de ce chapitre, ces deux sites
d’interaction semblent étre proches I'un de l'aut@est pour cette raison que l'une des
perspectives de ce projet consiste en la syntheésmulveaux composés constitués d’'une part
du MBL-II-141, inhibiteur de l'activité ATPasique basale et, ulfe part, d’un motif
hydroxy-indénoindole, stimulateur de l'activit¢ Ad$tque basale, les deux unités étant
reliées par différents bras espacethigifre 59). Ces nouveaux composes pourront permettre
ainsi d’atteindre simultanément deux sites d'inteoam et d’augmenter considérablement
I'activité inhibitrice de I'effluxvia ABCG2.
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Figure 59: Nouvelles séries de composés issus de dérivéshyihdénoindoles et dMBL-11-141 .

Nous nous intéresserons dans la suite de ce ohapdtrplus prés a ces différents sites
d’interaction. En effet, nous avons entrepris daslés de modélisation moléculaire, en
particulier de construction de modeles pharmacashdans le but, d’'une part, de déterminer
les différences structurales existantes entre eas sites d’interaction et d’autre part, de créer
deux modéles nous permettant de cribler une laage lwle données et de découvrir de

nouvelles structures potentiellement actives.
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1. Elucidation des propriétés des sites d’interactiomle

la protéine ABCG2 a I'aide de pharmacophores

La structure cristalline d’ABCG2 n'ayant pas étécaléverte, le criblage de nombreux

inhibiteurs sélectifs et non toxiques d’ABCG2, tetgpie les chromones présentées
précédemment, a permis de détecter différents cderpents de ces inhibiteurs vis-a-vis de
la protéine et d’émettre ainsi de nouvelles hypsgseguant aux mécanismes d’action mis en

jeu.
l.1. LES DIFFERENTS TYPES D'INHIBITEURS D'’ABCG2
[11.1.1. Mise en évidence de plusieurs sites d’'interactiorvac ABCG2

En criblant une large gamme d’inhibiteurs strudemeent différents, nos collaborateurs
biologistes ont récemment découvert des comporttsmeifférents des inhibiteurs actifs
d’ABCG2 vis-a-vis de l'activité ATPasique basaleggérant la présence de différents sites
d’interaction avec la protéine.

Comme nous l'avons mis en évidence précédemmeifératites particularités sur le type
d’'inhibition des dérivés diMBL-1I-141 ont pu étre mises en éviderfé&Les inhibiteurs
synthétisés les plus actifs sont en effet capablggluire une inhibition plus ou moins
importante de l'activité ATPasique basale de lat@ne, a I'image duMBL-1I-141. A
linverse, le compos&b permet quant a lui de stimuler cette activité lgdaut en inhibant
I'activité ATPasique couplée, suggérant ainsi gaecemposé est transporté par la protéine

(transport non démontré a I'’heure actuelle).

Tout comme pour les chromones, une récente etud€giépe du Dr. Di Pietro a mis en
evidence le comportement différent vis-a-vis detliaté ATPasique basale de bis-chalcones

symétriques identifiees comme nouveaux inhibiteagtfs, sélectifs et non toxiques de la

127



CHAPITRE 2. MODULATION DE LA PROTEINE ABCG2

protéine ABCGZ® En effet, contrairement au Kol143 et BIBL-1I-141 , inhibiteurs de
'activité ATPasique basale, deux nouveaux compos$és bis-chalconesl6s (3-(2,6-
diméthoxyphényl)-1-(4-[3-(2,6-diméthoxyphényl)-aayl]-phényl)-propénone) eR6s (3,5-
diméthoxyphényl)-1-(4-[3-(3,5-diméthoxyphényl)-aayl]-phényl)-propénone), présentant
les meilleurs résultats biologiquasvitro, se sont révélées stimuler cette activite, 1,6,&t
fois respectivement, tout comme la quercétine, teabsansporté par ABCG2, qui multiplie
par 3,6 la stimulation de I'activité ATPasique Hag&igure 60).

A)
o) ~o o 0
SOV AGS Q. oo
= \O \O AN
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16s 26s
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Kol43 MBL-II-141 Q 16s 26s

Figure 60: A) Structures des bis-chalconE&set 26s B) Effet des composékbset26s de la quercétine (Q),
du Ko143 et dMBL-II-141 sur l'activité ATPasique basale d'ABCG2. Résuitsss des travaux de Wint&?.

L’activité ATPasique couplée, observée en présdec2 uM de quercétine, s’est révélée étre
dépendante de la concentrationlég une inhibition compléte étant produite avec ualewr
d’ECsoéquivalente a 0,19 uM. PoR6s une inhibition plus faible a été observée {E£€0,27

M) avec une inhibition maximale limitée a 72%.

La stimulation de I'activité ATPasique basale pritelyar 16s suggére un site d’interaction
différent des autres composés agissant comme fehibi de cette méme activité, tels que
Kol143 ou MBL-II-141 . Afin d’étudier cette hypothese, linhibition déefflux de
mitoxantrone via ABCG2 induite parl6s a été déterminée en présence de faibles
concentrations d®BL-11-141 ou Ko143 (respectivement 0,1 et 0,02 uM, produisamiron

50% d’inhibition). De maniére intéressante, un te$ignergique a été observé dans les deux
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cas étudiés, I'effet le plus important ayant éttenb avec |&BL-II-141 . En effet, MBL-II-
141 est capable d’augmenter d’un facteur 15 I'actiuitéibitrice del6s(contre 1,8 fois pour
Ko143). De la méme maniére, une faible concentradi®16s (0,1 uM) permet d’augmenter
d’'un facteur 3 l'activité inhibitrice duMBL-11-141 et d’'un facteur 2,4 celle de Kol43
(Tableau 19.

Inhibiteur étudié Inhibiteur ajouté EC s0 (UM)

/ 0,23 £ 0,04

16s +MBL-1I-141 (0,1 uM) 0,02+0,01

+ Ko0143 (0,02 pM) 0,13+ 0,03
/ 0,094 + 0,001

MBL-II-141

+16s(0,1 uM) 0,03 + 0,02

/ 0,029 + 0,008
Ko143

+16s(0,1 uM) 0,012 + 0,007

Tableau 19: Etude de l'effet dd6s Ko143,MBL-1I-141 et de leursombinaisons sur l'inhibition de I'efflux
de mitoxantron&ia ABCG2. Chaque valeur correspond a la moyenne £V@tlon standard sur un miniumu de

trois expériences.

Ces résultats suggerent ainsi que les deux typeisiloiteurs étudiés (stimulateur et inhibiteur
de l'activité ATPasique basale) se lient tres pbddment a différents sites d’ABCG2. Le
synergisme observé pour l'activité fiésen présence d’'une faible concentratiornVtigl_-11-

141suggere également la proximité de ces deux sitetethiction.

[11.1.2. L’hypothese de quatre sites d’interaction avec ABC@G

Les criblages biologiques, regroupant plusieursilfasnde molécules, ont permis d’élaborer

une hypothése sur I'existence d’au moins quatrsseka d’inhibiteurs d’ABCG2, pouvant se

loger dans quatre sites de la protéine, certaitregs giouvant se chevaucher partiellement
(Figure 61).
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Figure 61: Schéma représentant les quatre sites d’interabfipothétiques de la protéine ABCG2.

Le site 1 rassemble les substrats et inhibiteurs transp@@aésABCG2, capables d’inhiber
I'activité ATPasique couplée a forte concentratérd’activer I'activité ATPasique basale. Il
semblerait que ces inhibiteurs miment le substrgiéehant ainsi ce dernier d’étre transporte.
Parmi ces composés on peut citer le nilotinib, d&imib ou encore la prazosine, substrats
connus d’ABCG2.

Le site 2 regroupe les inhibiteurs non transportés induisam inhibition de I'activité
ATPasique couplée et peu deffet sur l'activité ABRjue basale. Parmi ces composés se
trouvent les chromoné&a et27aprésentées précédemment.

Les inhibiteurs appartenant aite 3 sont capables de stimuler I'activité ATPasiqueabas
tout en n’étant pas transportés (aucune mise ateiée® de transport). Une des hypothéses
émises pour ce mécanisme de transport est la $eivans composés sont capables de mimer
les substrats puis produisent un découplage. Lggmdournit par I'hydrolyse de I'ATP ne
parvient pas a étre transmise et le transport né gir lieu. Cependant I'hypothése d’un
transport en «cycle futile » n'est pas a écarkar. effet, I'inhibiteur est transporté une
premiere foisvia ABCG2. Cependant, en raison de son hydrophobiceécomposé est

immédiatement transporté a nouveau vers l'intériBurs le cycle recommence, saturant ainsi
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le systeme et empéchant le transport d’autres absBien que fortement plausible, cette
derniére hypothése reste difficile a prouver. Laootone 7b et la bis-chalcond 6s font
parties de cette classe d’inhibiteurs.

Pour finir, lesite 4 regroupe les inhibiteurs non transportés d’ABC{BRBjbant les activités
ATPasiques couplée et basale tels quielB-11-141 ou le Kol143. Ces composés semblent
bloguer la formation des dimeres de NBDs empéchiamsi I'hydrolyse de I'ATP et donc le
transport.

Dans le cadre de ce travail, nous nous intéressenoiguement augites 3 et 4d’interaction

avec ABCG2.

[11.1.3. La construction de modeles pharmacophores afin deiftérencier

les sites 3 et 4

D’aprés les observations réalisées par nos cobddars biologistes, nos efforts se sont
concentrés sur I'élucidation des propriétés chimggdes hypothétiques sites d’interaction 3 et
4 de la protéine ABCG2. Ces deux sites n‘ont endgareais été caractérisés dans la
littérature. En observant les structures des coggode faibles modifications structurales
suffisent pour que certains composés atteignerditend’interaction plutdét qu'un autre. Par
exemple, d’apres les travaux du Dr. Di Pietro, dfgxy-indénoindolel42s présentant une
fonction phénol, interagit avec le site 3 alors djuedénoindole 18i, présentant un motif

benzoquinone, interagit avec le siteFgre 62).2°

142s 18i

Figure 62: Structures du compodé?2s stimulateur de I'activité ATPasique basale ingisaant avec le site 3 et

du composd 8i, inhibiteur de I'activité ATPasique basale, inisszant avec le site?®

Ne connaissant pas la structure 3D de la protelBBE@2 mais possédant une large base de

données de composés appartenant a chacun des ilesixd'snteraction, un travail de
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modélisation moléculaire a été entrepris afin deégér deux modeles pharmacophores
permettant de comprendre les informations strulgsir@t interactionnelles caractérisant
chacun des deux sites. Ceci nous permettra égaledrastenir de nouvelles informations

guant aux relations structure-activité et de ndesebrientations pour les futures syntheses.

11.2. MATERIEL ET METHODES

[11.2.1. La base de données

Afin de réaliser ce travail de modélisation moléid, une base de données de composeés
nous a été fournie par nos collaborateurs biolegigte I'IBCP de Lyon. Cette base de
données est constituée de 162 composés capablssndder I'activité ATPasique basale
(Site 3) et de 25 composés capables d'inhiberiVaetAPTasique basale (Site 4).

Les composés interagissant avec le site 3 sont bikeshalcones symétriqué®, des
chalconeg?® 27 des chromones? des hydroxyindénoindol&$ et des chalcones possédant
des groupements quinoxalinéé.Les structures des différentes familles de conpasiéisés
sont regroupées dansHhgure 63 Ces composés sont numeérotéslda 1575 la lettre «s »

faisant référence a&timulateur » de I'activité ATPasique basale.
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D E)

R4 0
OH O
O’ 7N = N\
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N Rj N
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Figure 63: Composés appartenant au site 3. A) bis-chalceyragtriques. B) Chalcones. C) Chromones. D)

Hydroxyindénoindoles. E) Chalcones possédant dagpgments quinoxalines.

Les composés interagissant avec le site 4 sontutaitfemorgin C et le Kol43, des
chromones dérivés duMBL-II-141 ,°* des indéno[1,b]indoles™>® et des dérivés
benzoquinone$! Les structures des différentes familles de congpatiisés sont regroupées
dans laFigure 64. Ces composés sont numérotédida25i, la lettre « » faisant référence a

« Inhibiteur » de I'activité ATPasique basale.
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Figure 64 : Composés appartenant au site 4. A) FumitremorgihKb143. B) Chromones analogueshiBL-

[I-141. C) Indéno[1,Z]indoles et dérivés benzoquinones.

Les structures de I'ensemble des composés somuéges en annexe |.
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[11.2.2. Les logiciels utilisés pour la détermination et l'aalyse des

pharmacophores

Afin de réaliser I'ensemble de ces travaux, deugiciels de modélisation moléculaire,
développés par Molecular Discovery, ont été uslis&olSurf+ (Version 1.1.13°8-2%0 et

FLAP (2.0.2)?61-263Ces deux logiciels se basent sur les principdeglaiel GRID . 254

[11.2.2.1  Le programme GRID

GRID permet le calcul des énergies d'interactiotteenne entité chimique (la sonde) et une
autre molécule (la cible) et les décrit en termesliamps d’interaction moléculaire ou
MIFs (Molecular Interaction Fields)Les champs d’interaction moléculaire peuvent étre
définis comme étant la distribution des interadigmysiques potentielles qu’est capable de
faire une molécule avec son environnement, incluestinteractions électrostatiques, les
liaisons hydrogenes, les interactions hydrophobéssenteractions de Van der Waals.

Au sein du programme GRID, la molécule cible pewt &@ne macromolécule, telle qu’une

protéine, une petite molécule ou un composé meédinarhes interactions de la sonde avec la

molécule cible sont calculées en certaines positiiatribuées tout le long de la molécule

cible et appelées « points GRID». Les énergies septésentées par des surfaces en 3

dimensions entourant la molécule cible et appet@éesps d’interaction moléculaire (MIFS)

(Figure 65). Différentes sondes issues de GRID peuvent éilisées. En particulier, quatre

d’entre elles sont employées dans le cadre de ELAP

- la sonde H: elle définit la forme de la structure ;

- la sonde DRY: il s’agit de la sonde hydrophobe. Elle se plagechaque atome situé
a la surface de la molécule cible capable de e¥aliss interactions favorables avec un
environnement hydrophobe situé sur une autre mi@écu

- la sonde NI il s’agit de 'atome d’azote d’'un amide capabke dbnner une liaison
hydrogene ;

- la sonde O: il s’agit de 'oxygéne d’'un groupement carbonyapable d’accepter une

ou deux liaisons hydrogénes.

134



CHAPITRE 2. MODULATION DE LA PROTEINE ABCG2

A) B)

C) D)

Figure 65: Représentation des MIFs 8MBL-11-141 . A) MIF correspondant a la sonde H décrivant lanie.

B) MIF correspondant a la sonde DRY décrivant tesractions hydrophobes. C) MIF correspondantsatale

N1 décrivant les interactions hydrogénes donnér84IF correspondant a la sonde O décrivant lesrautions

hydrogénes accepteurs.

I1.2.2.2  VolSurf+

VolSurf+ est un logiciel qui permet de convertis ieformations contenues dans les champs

d’interaction moléculaire GRID 3D de composés er8 Xescripteurs, décrivant leurs

propriétés physico-chimiques et pharmacocinétigBiegire 66).2°8-260

Ces descripteurs référent entre autre a :

la taille et la forme moléculaire ;

la description des régions hydrophiles et hydroglsab

les moments amphiphiles, la balance hydrophilegliple ;

la diffusivité moléculaire, la solubilité, la fléxiité moléculaire ;

des modeles ADME (Absorption, Distribution, Métaboie et Excrétion) ;

Tous les détails concernant ces 128 descriptentgagroupés en annexe |II.
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Afin d’extraire, de rationaliser et d’interpréteslinformations obtenues par ces descripteurs,
VolSurf+ met a disposition des outils statistiqugtijsés en chimiométrie, tels que I'analyse
en composantes principales (PC&ijncipal Component Analygiou la régression par les

moindres carrés partiels (PLBartial Least Squargs

Ces outils statistiques permettent ainsi de comviahsemble des informations obtenues a
partir des descripteurs en cartes a 2 ou 3 dimessmorrélant le comportement de chaque
composeé vis-a-vis de chaque descripteur avec omsées expérimentales, telles que les

activités biologiquesHigure 66).

WolBurf+ descriptors

maolecule 1 | (Steric)
(lipophic)

—
{"Elet'.rum':ij.
-
(ogPfiogl
SohIbEly )
Eohbiy;

PLE mtones (PO

ADME properties

AL N ".g_‘:f-%'lh']_'.:\l PLS asoi (PN

Figure 66: Etapes du fonctionnement du logiciel VolSurf+.

Prenons a titre d’exemple la carte 2D, illustréesdaFigure 66. Elle représente la projection
de différents composés dans un nouveau repéerdatoakes concentrent la plus grande partie
de la variabilité des composés selon les 128 deears. Les composeés rouges représentent
les composés les moins actifs selon une certaingtadiologique et les composés bleus les
plus actifs. Il est ainsi possible de distinguee aifférence trés nette de projection entre les
composeés actifs et inactifs et ainsi de détermiqeels descripteurs permettent de les
discriminer au mieux. Ce logiciel a ainsi la cap@acie réaliser un modele statistique a partir
de données expérimentales, de prédire le compontetieenouveaux composés au sein des
modéles construits, de prédire l'influence de modifons structurales et d’optimiser les
structures de composés existants afin qu’ils cemtéhu modele souhaité. Ce logiciel est
egalement capable de sélectionner, dans une badendées, des composés de structures et
de comportements physicochimiques et pharmacogiuregitres différents afin de construire
un modele pharmacophore. Nous utiliserons cettai@ter propriété dans le cadre de ce

projet.
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111.2.2.3 FLAP

0 Le principe de superposition de FLAP

FLAP (Fingerprints for Ligands And Proteins) estlogiciel de modélisation moléculaire qui
permet la comparaison de molécules a partir « d'emies ». Ces empreintes dérivent des
champs d’interaction moléculaire issus de GRIEF®3FLAP réduit dans un premier temps la
complexité de ces champs en sélectionnant un gentainbre de points représentatifs des
interactions correspondantes a chaque sonde (GstNDRY, Figure 67A). Le nombre de
points sélectionnés pour chaque sonde dépend dmeallu champ d’interaction moléculaire
et de son niveau d’énergie. Chacun de ces poihtaesctérisé par :

- le type d’interaction a ce point (hydrophobe, ateep donneur) ;

- la valeur de I'énergie (kcal/mol) ;

- les coordonnées cartésiennes qui définissent idgodu point.

A)

B)

Figure 67: A) Extraction des points a partir des champstdtiaction moléculaire. B) Formation des

quadruplets.

Une fois ces points déterminés, FLAP crée toutesctambinaisons possibles entre quatre
points formant des quadrupleEdure 67B). Pour chaque quadruplet est calculée la distance
euclidienne séparant chacun des quatre membresiatiruplet (six valeurs de distance au

total). L'information issue du calcul de ces distas constitue le cadre de travail de FLAP.
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Les quadruplets de chaque molécule sont ainsi &odous forme d «empreintes
pharmacophoriques ». Les molécules peuvent aimei @mparées en superposant leurs

« empreintes » et en calculant directement la aiitél des champs d’interaction moléculaire.

Lors de I'étape de superposition, FLAP détermimirchaque sonde prise individuellement
(H, O, N1, DRY) ou en association les unes auxeaufexemple : H*O*N1 correspond a la
combinaison des sondes H, O et N1), le degré derpagition des champs d’interaction
moléculaire entre chaque molécule superposée. @ré die superposition constituedeobe
score FLAP détermine également une somme glob&mial-Sun) correspondant a la
somme de I'ensemble desobe score®btenus pour chaque sonde prise individuellement e
le produit global Glob-Prod correspondant au produit de I'ensemble gesbe scores
obtenus pour chaque sonde prise individuellemegs. IBrs que I'ensemble de ces valeurs ont
ete determinées, FLAP calcule laligtance», qui représente la similarité globale entre le

ligand et les structures des composés.

o] Génération d’'un pharmacophore

A partir de la superposition des différents chaufipgeraction moléculaire de I'ensemble des
molécules étudiées, FLAP détermiles champs d’interaction pharmacophoriqaa PIFs
(Figure 68), correspondant a la moyenne des champs d’interactoléculaire de chaque
composé en chaque point de la grille selon chagnées

FLAP utilise également degseudo-champsd’interaction moléculaire (pseudo-MIF}
représentant un champ de densité électroniquerécsmt chaque atome et correspondant a un
type de sonde choisi (O, N1 ou DRY). Une nouvellgec GRID peut ainsi étre utilisée de
sorte que I'on obtienne un emboitement maximaleeatr champ d’interaction moléculaire
donné et le pseudo-champ correspondant a la soqaeatente Figure 68). Ainsi, tout
comme pour les MIFs, la moyenne des pseudo-charepgesente lepseudo-champ
d’interaction moléculairgpseudo-PIF}k caractérisant les interactions communes en cleacun
des positions atomiques. Le centroide de chacureesi@ositions atomiques communes est
appelépoint pharmacophorique

Ainsi, grace a cette approche, a partir d’atomesviduels, de MIFs et de pseudo-MIFs, un
set de molécules alignées est converti en pgeido-molécule pharmacophoriquppelée
pharmacophorg constituée de points pharmacophoriques, de chamtp#eraction

pharmacophorique et de pseudo-champs d’interapharmacophorique-{gure 68).
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) _ Pseudo-champs
Champs d’interaction

d’interaction moléculaire

moléculaire (MIFs) ( do-MIFs)
pseudo-MIFs

Champs d'interaction

pharmacophorique (PIFs)

®
: (& Lb C N ¢ ’. . L 4"\3
o © © &*; A
Qooo [\ -
° . ‘“'~-b \
o |

Pseudo-molécule
B pharmacophorique B

(Pharmacophore)

Pseudo-champs d’interaction
C pharmacophorique C
(Pseudo-PIFs)

Figure 68: Représentation des MIFs (a gauche) et pseudo-fAlBsoite) correspondant a trois composés
choisis (A, B et C). Au centre sont représentgshirmacophore (milieu) généré par FLAP a particetetrois
composés ainsi que les représentations du PIFa(@h &t du pseudo-PIF (en bas). En jaune sontseptées les
interactions hydrophobes, en rouge les interactiydsogénes accepteurs et en bleu les interadtiptiogenes

donneurs.
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o] Validation du pharmacophore par le criblage virtuel

Une fois le pharmacophore obtenu, il est nécesshirde valider a I'aide d'urcriblage
virtuel . Un criblage virtuel est une procédure au coursadeelle des structures candidates
sont comparées a un modele (pharmacophore ou egcdpiblogique) afin de générer un
degré de similarité, obtenu pour chague sonde scrigeur pris individuellement (H, DRY,
O, N1) ou leur combinaison (ex : H*O*N1). Ces degdé& similarité correspondent probe
scoredécrit précédemment, c’est-a-dire au degré de papiion des champs d’interaction
moléculaire correspondant a chaque descripteua(ur combinaison) entre, cette fois-ci
une molécule candidate et le modéle pharmacopl@ee.degrés de similarité sont ensuite
utilisés afin de classer les molécules de la piudlare a la moins similaire au modéle. Un
criblage virtuel permet ainsi de vérifier si le netel est capable ou non de discriminer les

structures candidates selon le profil rechercts&lein quel(s) descripteur(s).

Afin de valider un modéle pharmacophore, un criblagtuel est effectué sur une base de
données nomméaining set consituée de molécules actives connues et decaletdites

« leurres » ou inactives envers la cible étudideadDe criblage pourra étre réalisé en mode
« champs », c’est-a-dire par superposition des pbadiinteraction moléculaire ou bien en
mode « pseudo-champs » par superposition des psbadaps d’interaction moléculaire.

A Tlissue du criblage, une courbe appeléendichment plob est obtenue pour chaque
descripteur. Cette courbe représente le pourcemtageais positifs (axe des ordonnées) en
fonction du pourcentage de faux positifs (axe desigses) pour une certaine série d’objets

ordonnés.
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Figure 69: Résultats obtenus a I'issue d’un criblage virteshs le logiciel FLAP. Exemple d'une courbe

"enrichment pldtsur la droite de I'image.

Ces courbes permettent d’évaluer I'efficacité dagtie modele. Plusieurs données peuvent
étre extraites de cette courbe :

- I'aire sous la courbe(AUC pourArea Under the Curyeannotatior? sur laFigure

69): plus la valeur AUC sera proche de 1, plus le @mgbarviendra a prédire correctement

les activités des composés issus du training smisgue le modele n'est pas capable de
discriminer les composés actifs des composés keuaealeur d’AUC est égale a 0,5 ;

- le pourcentage de vrais positifs a 0% de faux posg (annotation3 sur laFigure

69) : cette valeur permet de déterminer le pourcentig composés actifs qu’est capable de

prédire correctement le modele étudié avant qpedmier faux positif ne soit détecté.

Ces données permettent ainsi de déterminer quefipiesir est discrimant dans le modéle
étudié. A titre d’exemple sur Igigure 69, pour le descripteur DRY, une AUC de 95% est
obtenue avec 42% de composés actifs correctemesditr Ainsi, on peut émettre
’hypothése que se sont les interactions hydrophohai permettent une meilleure

discrimination entre les molécules actives et lefoules leurres.

Un criblage virtuel permet ainsi valider ou nonmondele pharmacophore et de déterminer,

s’il en existe plusieurs, lequel est le plus effea
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1.3. RESULTATS ET DISCUSSIONS

[11.3.1. Sélection des composés pour la création des pharnogtiores pour

les sites 3 et site4

FLAP n’a besoin que de 3 a5 composés pour générarodéle pharmacophore fiaBfe.26°

Ainsi une premiere étape de ce travail a consistRadsir ces composés parmi les bases de

données disponibles. Afin d’effectuer cette tackeeix approches ont été envisagées :

- une sélection dite « manuelle » réalisée par étisielle des structures des composés,
en se basant sur nos connaissances de chimistes ;

- une sélection dite « automatisée » réalisée dapieel VolSurf+.

[11.3.1.1 Sélection « manuelle »

Dans un premier temps, les 3 a 5 molécules utdipéair la génération du pharmacophore ont
été choisies par une étude visuelle des structleaescomposés. Deux criteres ont guidé ces
choix : l'activité inhibitrice d’ABCG2 (EG < 1,5 pM) et la structure des composeés.
Différentes combinaisons de composés ont été migeomt afin de s’assurer de couvrir le

plus grand espace possible.

o] Sélection « manuelle » pour le site 3 (stimulatler’activité ATPase basale)

La banque de données disponible pour le site 3 mmpl62 composés. Parmi eux, une
premiere sélection de 5 composés puis 3 combingaiden3 composés ont été déterminées

selon la méthode de sélection « manuelle ». Lestsites et composés choisis sont résumes

dans leTableau 2Q
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Tableau 20: Sélection "manuelle” des composés appartenasital.

o] Sélection « manuelle » pour le site 4 (inhibitienl@ctivité ATPase basale)

La banque de données disponible pour le site 4 mmd@R5 composés. De la méme maniére

gue pour le site 3, une premiére sélection de 5posés puis 3 combinaisons de 3 composés
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ont été déterminées selon la méthode de sélectinangelle ». Les structures et composeés

choisis sont résumés dansligbleau 21

5 composés (5l)
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Tableau 21: Sélection "manuelle” des composés appartenasitad.
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[11.3.1.2 Sélection « automatisée »

Dans un second temps furent sélectionnés les caspgéice au logiciel VolSurf+. Pour
chaque site, une sélection a été réalisée a msrcomposés les plus actifs en termes
d’inhibition par rapport a ABCG2 (Eg). Le but de cette application est de sélectionaer,
sein d’'une base de données, un certain nombre opas®es de structure et propriétés

pharmacochimiques et physico-chimiques différentes.

o] Sélection « automatisée » pour le site 3 (stinnutade I'activité ATPase basale)

Parmi les 162 composés démontrant une stimulatdiactivité ATPase basale, 39 composés
présentent une EBginférieure a 1,5 uM. La sélection a ainsi étéiséal a partir de cette
banque de données. Les séries des 3 et 5 compgusEss par VolSurf+ sont résumées dans
le Tableau 22 LaFigure 70 représente la carte de projection des composédgsfussue du

modele PLS. Les points jaunes localisent les coégpsélectionnés par VolSurf+.

PLS t/t (All162)

W1 vs V2

t2]

-0+

t[1l

Figure 70: Sélection des composés du site 3 par le logieburf+ dans I'espace chimique. Projection des
composés dans le modéle PLS. Les points rougedseqent les composés les moins actifs (%inhibitig0%

et EGo> 1,5 uM), les points bleus représentent les codmptes plus actifs (Bg< 1,5 uM), les points noirs

représentent les composés possédant un pourcetit@gbition supérieur ou égal a 70% mais dontH€3o

n'ont pas été déterminés et les points jaunes septént les composés sélectionnés par VolSurf+.
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5 composés (5S_VolSurf)
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Tableau 22: Composés du site 3 sélectionnés par VolSurf+.
o] Sélection avec VolSurf+ pour le site 4 (inhibitide I'activité ATPase basale)

Parmi les 25 composés démontrant une stimulatidradivitée ATPase basale, 19 composés
présentent un pourcentage d’inhibition supérie0% et une E§j inférieure a 2 uM. La
sélection a ainsi été réalisée a partir de cettgqurmde données.

Il est également possible d’ajouter une contrailates la sé€lection, c’est-a-dire d'imposer de
garder un ou plusieurs composés. Ainsi les compkedd3 etMBL-11-141 , composeés les
plus actifs en terme d’inhibition d’ABCG2 et deuwstiures différentes ont été volontairement
gardés lors de la sélection.

Les séries des 3 et 5 composés choisis par VolSaniit resumées dans Tableau 23 La

Figure 71 représente la carte de projection des composé#&sfussue du modele PLS. Les
points jaunes localisent les composés sélectiopaegolSurf+.
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Figure 71: Sélection des composés du site 4 par le logunéburf+ dans I'espace chimique (en jaune).
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Tableau 23: Composés du site 4 sélectionnés par VolSurf+.
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[11.3.2. Geénération des modeles pharmacophores pour les sit8 et 4

La seconde étape de ce travail a été la réalisdesrmodeles pharmacophoriques a partir de
chacune des bases de données sélectionnées pgiclel IFLAP. Afin de créer un modéle
pharmacophorique, il est nécessaire de générenatapiemier temps les bases de données au
sein de FLAP. FLAP est capable de générer I'ensendd#s conformations, formes
stéréoisomeéres et tautomeéres et états de tran@tigéoe au logiciel MoK&%": 2%8incorporé au
sein de FLAP) de chaque composé inclu dans ladmsionnées mais également leurs MIFs.
Pour la création de nos bases de données, leaudixtieres a pH 7,4 de chagque composé ont
été utilisés. Les analyses conformationnelles dat réalisées, de maniére aléatoire, en
choisissant 50 conforméres par molécules, élimicank possédant un RMSRdot Mean
Square Deviation mesure de la distance moyenne entre les atomeseale molécules
superposées) inférieur & 0,2 A I'un de l'autre. Fawénération des MIFs, les sondes GRID
choisies sont H, DRY, N1 et O avec une résolute®d5 A pour la forme de la grille.

L’étape suivante consiste en la construction deslaes pharmacophoriques a partir de

chacune des bases de données créées. Ainsi gubtoteldeles pharmacophoriques ont été

généreés pour chacun des sifEskleau 24.
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Site « Stimulation de I'activité ATPasique basale » Site 3
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Tableau 24: Représentation des pharmacophores correspondéwaicare des bases de données générées. Les
points blancs représentent les points pharmacapesihydrophobes, les points rouges représentepolats

pharmacophoriques liaison hydrogene-accepteursepdints bleus représentent les points pharmacmoples
liaison hydrogéne-donneur.

Une fois ces modeles généreés, il est maintenarggadsable de sélectionner et de valider un

unique pharmacophore pour chacun des deux sitese€terendu possible grace a un criblage
virtuel.
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[11.3.3. Comparaison et sélection des meilleurs modeles pmacophores

Afin de choisir et de valider un pharmacophore plagr sites 3 et 4, il est nécessaire de
réaliser un criblage virtuel. Un criblage basélssrpharmacophores générés a été réalisé sur
une base de données de composés actifs et ineatifais {raining sej. Ceci nous a ainsi
permis de vérifier si nos pharmacophores étaigmalas de distinguer les composés du site 3
et du site 4 et de sélectionner le meilleur mogaleni les 6 générés pour chaque site.

[11.3.3.1 Mise au point de la base de données utilisée paucriblage (training set)

constituée d’inhibiteurs actifs d’ABCG2 appartenaatsite 3 ainsi qu’au site 4. Parmi les 25
composés appartenant au site 4 disponibles, 19éw&lent étre des inhibiteurs actifs
d’ABCG2 (EGo< 1,5 uM). Parmi les 39 inhibiteurs actifs d’ABCG2partenant au site 3, 19

ont ainsi eégalement été sélectionnés par le IdgiumdSurf+. Les 38 composés formant le

training set sont décrits en annexe lll.
[11.3.3.2 Criblage virtuel basé sur le pharmacophore

Lors de la réalisation d’'un criblage virtuel, iltgsossible d’ajouter desontraintes au
pharmacophore afin d’'imposer, lors du criblage, onaleux caractéristiques au modele. En
effet, certains points pharmacophoriques sont cgaseentre les différents modéles pour un

méme site. Il est donc intéressant d'imposer cagpdans la recherche du meilleur modele.

o] Sélection du pharmacophore du site 3

Le criblage virtuel de la librairie « training seta été réalisé pour chacun des six modéles
pharmacophores générés pour le site 3 afin derdiéter lequel est capable de discriminer au

mieux les composés du site 3 des composés du.site 4

Dans ce cas, les composés appartenant au site @énaractérisés comme « actifs » et les

composés appartenant au site 4 comme « leurresonactifs ».
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Lorsque I'on compare les differents modeles phaaphgores, on remarque que certains
points pharmacophoriques semblent étre conseriéslen différents modeles, tels qu’un site
accepteur de liaison hydrogene (site A), ainsi daex sites accepteur/donneur de liaison

hydrogene (site A/D) situés I'un a coté de l'affgure 72).

SiteA SiteA/D
X_accepteur Y_accepteu¥Z_donneur
, - o 3 <
; 5 J e (* o Yo C .
) e O _ C ®
' - © ;
J [ (

Figure 72: Sites conservés entre les pharmacophores d8 &tgauche, modéle 5S et a droite, modéle
3S_VolSurf).

Différents criblages, en mode champs et en modadasehamps, ont ainsi été réalisés en
imposant différents jeux de contraintes (soit X,ZYle numéro attribué par FLAP a ces trois
points pharmacophoriques) :

- X_accepteur (site A)

- Y _accepteur (site A/D)

- Z_donneur (site A/D)

- X_accepteur ET Y_accepteur

- X_accepteur ET Z_donneur

- Y_accepteur ET Z_donneur

Pour chaque criblage ont été déterminées les coartsehment platA partir de ces courbes

ont pu étre définies les valeurs des aires sousolabe et les descripteurs capables de
discriminer le plus efficacement possible les cos@so actifs des composés inactifs.
L’ensemble de ces données, rassemblées dansdauablen annexe IV, vont nous permettre

d’émettre certaines hypothéses quant au site 8 ehaisir le modéle le plus prédictif.
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Différentes observations et conclusions peuvesmt @duites des valeurs AUC obtenues suite

aux différents criblages virtuels :

- la présence d’'un groupement accepteur en position X semble étre une contrainte
nécessaire a une bonne discrimination entre les 8itet 4 (ex : pour 3S_VolSurf :
AUC (contrainte Z_donneur) = 0,60 alors que AUOhfcainte X_accepteur) = 0,94 et
AUC (contrainte Y_accepteur) = 0,84 pour PIFs) ;

- de maniere générale, les meilleurs résultats sdstenas pour la contrainte
X_accepteur. De plus, dans la totalité des modédssdescripteurs associés a ces
conditions sont DRY ou H*DRY. Ceci sous-entend rigsie les interactions

hydrophobes semblent étre importantes pour la&alitsite 3.

Grace a l'aspect des courbasrichment plot®et aux valeurs des aires sous la courbes, il est

possible de déterminer quel pharmacophore repsentnaniere la plus concluante le site 3.

Parmi I'ensemble des modeles testés, trois mogetesentent une valeur AUC proche ou
supérieure a 0,90 pour les PIFs et pseudo-PIFs :

- 3_3S, avec pour contrainte : 1_accepteur ;

- 5S_VolSurf, avec pour contrainte : 1_accepteur ;

- 3S_VolSurf, avec pour contrainte : 1_accepteur.

Le Tableau 25rassemble les résultats obtenus pour chacun dea#sles, observés pour les
modes champs et pseudo-champs. Pour chacun dedemco@t attribués les valeurs des
aires sous la courbe (AUC), les pourcentages deposés actifs correctement prédits par
chaque modele (% (vrai positifs)), le meilleur dggeur ainsi que lescore probe

correspondant.
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Résultats
Modeles Contraintes
PIFs PseudoPIFs
o 00
w 0
3 3S 1_accepteur o y 0
EFEEE i e
AUC =0,95 AUC =0,86
% (vrai-positifs) = 42% % (vrai-positifs) = 42%
Descripteur = DRY Descripteur = DRY
Score probe = 0,401 Score probe = 0,649
100 - 10
" 50
5S_VolSurf 1_accepteur , j—’ , _'—,
XTI EXTEL
AUC =0,88 AUC =0,91
% (vrai-positifs) = 37% % (vrai-positifs) = 58%
Descripteur = DRY Descripteur = DRY
Score probe = 0,382 Score probe = 0,567
P00 G - w0+
a0 J 40 4 ’J
£ £
3S_VolSurf 1_accepteur o o
et e s ®
AUC =0,94 AUC =0,93
% (vrai-positifs) = 58% % (vrai-positifs) = 63%
Descripteur = H*DRY Descripteur = DRY
Score probe = 0,419 Score probe = 0,661

Tableau 25: Tableau rassemblant les résultats issus desgeblpour les trois meilleurs modéles sélectionnés.
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De ces valeurs, nous pouvons conclure que le modelgble de prédire le plus grand nombre
de composés actifs (appartenant au site 3) esbtel@3S VolSurf / 1 _accepteurEn effet,

ce modéle présente des AUC égales a 0,94/0,93tetapable de prédire correctement
58%/63% des composeés actifs du training set respentnt pour le mode champs avec pour

descripteur H*DRY et pour le mode pseudo-champs aoeerr descripteur DRY.

La représentation du modéle pharmacophore chaisepagiciel de visualisation moléculaire
PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Versitr8 Schrodinger, LLC) est

présenteé&igure 73.

Figure 73: Représentation sur PyMOL du pharmacophore sélawti 3S_VolSurf/ 1_accepteur en mode
pseudo-champs (contrainte sélectionnée entouréauge). Les points orange représentent les points
pharmacophoriques accepteurs (O), le point rog&septe le point pharmacophorique donneur (N8t |
points bleus représentent les points pharmacoplesigydrophobes (DRY).

o] Sélection du pharmacophore du site 4

Un criblage virtuel a été réalisé pour chacun degpkarmacophores générés pour le site 4
afin de déterminer lequel était capable de discrémiau mieux les composés du site 4 des

composés du site 3.

Tout comme pour le site 3, il est possible d’ajoutes contraintes au pharmacophore afin
d’'imposer, lors du criblage, une ou deux caradiqriss au modeéle. Contrairement au site 3,
moins de points sont conservés entre les modebsngitophores. Ainsi pour chaque modele,
toutes les contraintes correspondant aux poingoha hydrogéne donneur/accepteur ont été
testées. Les résultats de 'ensemble des criblaggdisés pour le site 4 sont résumeés dans le
tableau B en annexe IV.

D’aprés ces résultats, nous pouvons déduire que :

- les contraintes localisées au niveau des sitesptas conduisent a de meilleurs

résultats que les contraintes localisées au nigdeatsites donneurs ;
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- pour chaque modele, les paramétres associés auleures conditions sont les
parameétres O, N1 et H. Ceci suppose ainsi que rdgsi¢tés de formes et de polarité

caractérisent la cavité du site 4.

D’apreés les résultats obtenus par le criblage @irtsix modeéles présentent des valeurs d’aire
sous la courbe supérieures a 0,90% :

- 51 sans contrainte ;

- 51 avec pour contrainte 19 _accepteur ;

- 51 avec pour contrainte 20_accepteur ;

- 3l_1 sans contrainte ;

- 31_1 avec pour contrainte 1_accepteur ;

- 3l_2 sans contrainte.

Le Tableau 26rassemble les résultats obtenus pour chacun dea#sles, observés pour les
modes champs et pseudo-champs. Pour chacun desemasdet attribuées les valeurs des
aires sous la courbe (AUC), les pourcentages deposés actifs correctement prédits par
chaque modeéle (% (vrai positifs)), le meilleur dggeur ainsi que lescore probe

correspondant.
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Résultats
Modéles Contraintes
PIFs PseudoPIFs
- wod
% w
51 >ans N N
contrainte P P
% false positives % false positives
AUC = 0,97 AUC = 0,84
% (vrai-positifs) = 63% % (vrai-positifs) = 42%
Descripteur = H*O*N1 Descripteur = Glob-Prod
Score probe = 0,070 Score probe =0, 582
wod , wl a
80 - J El
51 19 accepteur 0 0
EXTEL ERXERE
AUC =0,99 AUC =0,84
% (vrai-positifs) = 79% % (vrai-positifs) = 47%
Descripteur = N1*O Descripteur = O
Score probe = 0,128 Score probe = 0,584
004 : - ‘
51 20_accepteur 0 ‘!—’ 0

0 20 40 60 80 100
% false positives

AUC =0,95
% (vrai-positifs) = 95%
Descripteur = H*O*N1
Score probe = 0,064

T T T T
0 20 40 60 80 100
% false positives

AUC = 0,86
% (vrai-positifs) = 63%
Descripteur = Glob-Prod
Score probe = 0,555
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100 ‘F
80 4 i

100

o
=4
|

£, ] al |
31 Sans contrainte o 0 _’—.
TR EREEE
AUC =0,95 AUC =0,75
% (vrai-positifs) = 79% % (vrai-positifs) = 32%
Descripteur = H*O*N1 Descripteur = Glob*Prod
Score probe = 0,059 Score probe = 0,585
110 100
0 - o |
31 1_accepteur o o
et S e s
AUC =0,92 AUC = 0,77
% (vrai-positifs) = 53% % (vrai-positifs) = 16%
Descripteur = H Descripteur = Glob-Prod
Score probe = 0,497 Score probe = 0,590
0 w4
50 0
3.2 Sans contrainte 0 o | S S

EXEEE
AUC =0.93
% (vrai-positifs) = 16%
Descripteur = H*N1*H
Score probe = 0,161

ERTER
AUC =0.71
% (vrai-positifs) = 0%
Descripteur = O
Score probe = 0,824

Tableau 26: Tableau rassemblant les résultats issus desgeblpour les six meilleurs modéles sélectionnés.

157



CHAPITRE 2. MODULATION DE LA PROTEINE ABCG2

D’aprés ces valeurs, il apparait clairement que tlas modeéles de choix capable de prédire le
plus grand nombre de composés actifs (appartenasitead) est le model / 20 _accepteur

en ce qui concerne le mode champs. En effet, c&lm@iésente une AUC égale a 0,95 et est
capable de prédire correctement 95% des composiés @ training set. Il est nécessaire
d’étudier plus en détails ce modele afin de déteemia crédibilité de ces résultats. En effet,
comme on peut le voir, Iscore probecorrespondant au descripteur H*O*N1 est de 0,064.
Ainsi la variation des résultats est de I'ordre @antieme. Une modification au centieme
n’étant pas significative, le modele H*O*N1 peuteétonsidéré comme un artefact.

Deux autres parametres conduisent également a mie fésultats a partir de ce modele :
N1*O et Glob*Prod. Les résultats associés a cdgrdifits paramétres sont résumés dans le

Tableau 27

Modéle Descripteur AUC % (vrais positifs) Probe Scre
. H*O*N1 0,95 95% 0,064
N1*O 0,90 37% 0,140

20_accepteur
Glob-Prod 0,89 74% 0,306

Tableau 27: Les trois meilleurs paramétres issus du cribldgemodele 51 / 20_accepteur en mode champs

d’interaction.

Les descripteurs N1*O et Glob-P présentent de®rdiffces au dixieme pres faisant de ces
deux descripteurs de bons candidats. Le descrifgidoip-P présente un pourcentage de
prédiction de composés actifs largement supérieutezcripteur N1*O. Pour finir le modéle
51 / 20_accepteur étudié en mode pseudo-champmieesae AUC de 0,86, un pourcentage
de prédiction de faux-positifs de 63% égalementr pewescripteur Glob-Prod et yomobe
scorede 0,555. Nous choisirons ainsi ce modeéle pouitdets

La représentation du modéle pharmacophore chaisepagiciel de visualisation moléculaire
PyMOL est présentdeigure 74.
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Figure 74: Représentation sur PyMOL du pharmacophore sélewdi 51 / 20_accepteur (contrainte sélectionnée
entourée en rouge). Les points rouges représdetepbints pharmacophoriques accepteurs (O), liesspaleus
représentent le point pharmacophorique donneur éNBs points verts représentent les points

pharmacophoriques hydrophobes (DRY).
[11.3.3.3 Comparaison des modeles pharmacophores des sig<13

Suite aux criblages virtuels réalisés, des premiditférences structurales apparaissent entre
les deux sites 3 et 4. En effet, a la vue des patresobtenus, la cavité correspondante au site
3 semble étre hydrophobe (DRY) alors que la casitéespondante au site 4 semble étre
polaire (N1/0O).

Lorsque I'on superpose les deux modeles obteniasd® Idu logiciel FLAP Figure 75), trés

peu de points pharmacophoriques sont conservég déedgr modéles montrant ainsi les

différences structurales existantes entre les gessibles sites d’interaction.

A) B) C)
- © ’ %o o, © %0000 © ¢
0%%e%0 ¢ 008 © . %% o %8 Qg oS, @
OOOOO OO (*JQDO ) e © © ‘—% O(DQQ @(p
© o Q@ ) OQ@ 00
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5] o

Figure 75: Représentation sur PyMOL des modeéles pharmacephmmur les sites 3 et 4. A) Modele

pharmacophore du site 3. B) Modeéle pharmacophomstdut. C) Superposition des modeéles des sitégl3 e

Sur laFigure 76, nous pouvons comparer les champs d’interactiolécntaire correspondant

aux différentes sondes GRID des deux pharmacophores
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Figure 76: Comparaison des champs d'interaction molécudmitess les deux modeéles pharmacophores des

sites 3 et 4.
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Les deux modéles pharmacophores étant désormaisiscipour chacun des sites, I'étape
suivante consiste a réaliser un criblage sur urgeldanque de données (SPECS) afin de
sélectionner les composés les plus actifs selogushmodéle et tester ces derniarsitro.

[11.3.4. Criblages virtuels basés sur les pharmacophores sglection des

composeés pour les tesis vitro

Afin de valider nos modeéles et de vérifier leur dicébilité, les composés sélectionnés,
identifiés a partir des modéles pharmacophores am@ppartenant a chacun des deux sites,
seront testém vitro par nos collaborateurs biologistes de I'IBCP derLyfin de déterminer
leur activité ATPasique basale dans un premier $erppis leur inhibition de I'activité de
transport d’ABCG2. Ces résultats nous permettroimtsiade valider ou non nos
pharmacophores.

[11.3.4.1 Base de données utilisée

La banque de données SPECS est une banque de slodaéeomposés disponibles
commercialement et couvrant une large diversitéctirale (www.specs.net, 15/01/15). Cette
banque de données, de taille conséquente, a éfdty@e a I'aide du logiciel FLAP, en
prenant en compte la masse molaire. En effet, dimde des composés actifs a notre
disposition et appartenant au site 3 présente wssemmoléculaire comprise entre 400 et 600
g.mof?! tandis que les composés appartenant au site drpeés une masse molaire comprise
entre 300 and 650 g.mbINous choisirons ainsi ces mémes limites pouranitiages. Ainsi,

a l'issue de ces pré-filtrages, une base de dorde&97478 composes a été utilisée pour étre
criblée virtuellement en utilisant comme modeéle atima des deux pharmacophores
sélectionnés pour chaque site. Les formes prot@Badondance inférieure a 20% a pH 7,4
ont été supprimées de la banque de données dansd&ccélérer le criblage.

[11.3.4.2  Sélection du set de composés pour le site 3

Le meilleur modéle pharmacophore pour le site 3leshodele 3S_VolSurf possédant la
contrainte 1_accepteur. Concernant les PIFs, lerigésur sélectionné est H*DRY. Pour les

pseudo-PIFs, le descripteur sélectionné est DRY.
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Ainsi, un premier criblage virtuel a été réalisé s 200 premiers composés issus du pré-
filtrage a I'aide de notre modele pharmacophorenede champs. Les 20 premiéres solutions
selon le descripteur H*DRY ont été sélectionnées.n@me travail a été réalisé en mode
pseudo-champs et les 20 premiéres solutions seldedcripteur DRY ont été sélectionnées.
L’ensemble des structures se trouve en annexe V.

En comparant les composés sélectionnés, nous reamqggue trois composés sont en
commun entre les deux criblages virtuels effectuées trois molécules seront ainsi
sélectionnées pour les testsvitro.

De plus, apres une inspection visuelle, nous awmectionné trois composés issus du
criblage selon le descripteur H*DRY et trois comgmsssus du criblage selon le descripteur
DRY, couvrant la plus grande diversité structurale.

L'ensemble des 9 structures sélectionnées soninkssidans [€ableau 28

Référence Structure Référence Structure
O OH o) T/
SNTNON
AE-641/00187058 O‘OO AK-968 14004089 B H
0” N0
0 \
o) F
- i 1
AP-355/41582938 O - O AG-690/36932102 \ =
N0
NH H

(6]
AN-646/41051369 Br Z \ 2! y AE-562/12222653
OH OH o~

OH O = ‘ (o] OH
AE-641/02605026 SN AK-087/42718243
H O/
(0]
AN-646/41051368 B Z \S/

Tableau 28: Composés sélectionnés soumis aux testgtro pour le site 3 (en vert sont les trois composés

communs aux criblages virtuels en modalité PIfssetido-PIFs).

Ces composeés sont actuellement en cours de testgigues afin de déterminer leur activité

ATPasique basale puis leur activité inhibitricetdunsport d’ABCG2.
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111.3.4.3 Sélection du set des composeés pour le site 4

Le meilleur modéle pharmacophore pour le site 4leeshodéle 51 possédant la contrainte

20 _accepteur. Le descripteur choisi pour ce modsieGlob-P, en mode champs (PIFs) et

pseudo-champs (pseudo PIFs).

Comme pour le site 3, un premier criblage virtuét@reéalisé sur les 200 premiers composes
issus du pré-filtrage a I'aide de notre modele plzophore. Les 20 premiéres solutions

selon le descripteur Glob-Prod ont été sélectiosinée

Neuf composeés, présentant la plus grande divessitéturale parmi ces 20 composés ont été

sélectionnés par inspection visuelle pour étresastvitro (Tableau 29.

Référence Structure Référence Structure

[ NH
oA, 5
AG-205/13322024 H/\\D AN-465/42887422

[NH
SUeng SCand
AG-690/36158029 Z A0-022/43453359 Oj;j/go

N &
<) ©O Oj/NQ -2 N/N
AH-487/41976616 ~/ N AP-970/42525892 o H
s&o

(6]
M”Q 9
\ H
AN-465/42885850 °© [Nj AQ-090/41728837 O

N

0=S=0

AN-465/42887252 O:Q)
(0]

Tableau 29: Composés sélectionnés soumis aux iestgro pour le site 4.
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Ces composeés sont actuellement en cours de testgigues afin de déterminer leur activité

ATPasique basale puis leur activité inhibitricetdinsport d’ABCG2.

[.4. CONCLUSION

A l'issue de ce travail, nous avons créé deux nesdpharmacophores a l'aide du logiciel
FLAP pour décrire les sites d'interaction 3 et 4la@rotéine ABCG2. A I'heure actuelle, il
s’agit de la premiere étude portant sur ces detes gi'interaction, mis en évidence trés
récemment. Grace a ce travail, nous avons pu ofrsdes différences structurales entre les
deux sites d'interaction. Le site 3, conduisantré stimulation de I'activité ATPasique
basale, semble étre gouverné par des interactigdsophobes, tandis que ce sont les
interactions polaires qui semblent dominer dansite 4, conduisant a une inhibition de
l'activité ATPasique basale.

La base de donné SPECS a été criblée sur les demmnacophores. Ce criblage a permis de
sélectionner deux jeux de 9 composés qui, resmggognt stimulent/inhibent I'activité
ATPasique basale dABCG2.

Dans I'hypothése ou les tests biologiques permiettien confirmer ces activités et donc
I'efficacité de nos modeles pharmacophores, caifgoghe nous permettra d’'une part, de
prédire le comportement de nos futurs composéshéysés et d'autre part de cribler
différentes bases de données moléculaires et difidende nouvelles structures pouvant

constituer de potentiels nouveaux modulateurs d'GRC
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V. Conclusion du chapitre 2

Ce travail a consisté d'une part en la synthése pnil’évaluation biologique de nouveaux
inhibiteurs actifs, sélectifs et non toxiques d’ABEZ, analogues duMBL-II-141. La
découverte de plusieurs sites d'interaction avec paotéine ainsi que des
pharmacomodulations complémentaires permettrontietiter nos futures synthéses afin
d’améliorer I'activité inhibitrice. De plus, desuées biologiques supplémentaires permettront

de compléter la caractérisation ainsi que le cotepogntin vivodu MBL-I1-141 .

La recherche de nouveaux inhibiteurs d’ABCG2 a faibjet d'une revue dans le journal
Future Medicinal Chemist&® et d’un article paru dans Ieurnal of Medicinal Chemistrip*
L’ensemble des tesia vivo du MBL-1I-141 , réalisés par nos collaborateurs biologistes ont
également fait 'objet d’'un article dans le jourm@hcotarget’>. Un nouvel article est

également en cours d’écriture afin de décrire @s/Baux composés encore non publiés.

Une seconde partie de ce projet a porté sur la lisatién de deux modeles pharmacophores
pour chacun des deux principaux sites inhibitetbB8EGG2. Cette étude nous a permis de
tirer quelques hypothéses préliminaires quant gp&st d’'interaction existantes entre chacun
des sites et nos composés. L'étude biologique detiVité ATPasique des nouveaux
composes issus de la base de données SPECS & plaoises deux modéles nous permettra

de confirmer ou non nos hypotheses.
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Avant-propos

Le second axe de cette these porte sur le dévetmppgede nouveaux modulateurs de la
protéine MRP1, dérivés de flavones et visant unveau profil pharmacologique : la

sensibilité collatérale. En effet, I'objectif descaouveaux ligands sera d’induire un efflux
massif de glutathion hors des cellules cancéresiseprimant MRP1, entrainant ainsi leur

mort sélective par apoptose.

Les syntheses ont été effectuées au sein du Départele Pharmacochimie Moléculaire de
Grenoble. Ce travail a été réalisé en étroite bolation avec I'équipe du Dr. Hélene Cortay
de I'IBCP de Lyon pour la réalisation de I'ensemblies testsn vitro sur les composés

synthétisés.

Un second objectif sera également de comprendreéanisme d’action de nos composés sur
la protéine MRP1. En effet, les ligands étudiéstétampliqués dans le transport massif de
glutathion, espece antioxydante permettant auxileslide lutter contre les phénomeénes de
stress oxydant, nous nous sommes intéresseés deland@tion de leur profil antioxydant.

Cette étude a été réalisée au sein de la Sect®Badences Pharmaceutiques de I'Université
de Geneéve en collaboration avec le Dr. Claudia 8s¥éires. Notons que cette derniére étude

est encore au stade préliminaire, elle ne seralpasiée dans ce manuscrit de thése.
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. La protéine MRP1: Structure, fonctions

biologiques et implication dans le phénotype MDR

l.1. STRUCTURE ET FONCTIONS BIOLOGIQUES DE MRP1

1.1.1. Découverte de la protéine

La protéine MRP1 a été découverte en 1992 paripégde Cole lors de I'observation d’'une
résistance a la doxorubicine sur une lignée caltuld69AR du cancer du poumon, non liée a
la surexpression de la protéine P-gp, unique t@sr jusqu’alors mis en évidence dans les
cas de chimiorésistance. Elle clone pour la presmieis ce gene responsable du phénotype
MDR codant pour une nouvelle protéine, MRRMultidrug Resistance associated Protein
1).%0 Cette protéine est par la suite également appaBCA du fait de son appartenance a la
famille C des transporteurs ABC.

1.1.2. Topologie de la membrane de MRP1

Les transporteurs ABCC peuvent étre classés engreupes selon leur topologfé®272

- les ABCC courts présentant une structure typique des transporfedB@ c’est-a-dire
deux TMDs comprenant chacun 6 hélicestransmembranaires. Cette classe de
transporteurs comprend CFTR, MRP4, MRP5, MRP8 ePMR;

- les ABCC longs comprenant une régioN-terminale supplémentaire d’environ 200
acides aminés et nommée TMDO. Ce domaine est &lidMD1 par une boucle
intracellulaire nommé ICL3 ou LO. Cette classe coend MRP1, MRP2, MRP3,
MRP6, MRP7, SUR1 et SUR2A/SUR2B.
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MRP1 est ainsi un transporteur ABCC long, de 19@ kD comporte 1531 acides amineés.
Cette protéine est formée par l'alternance de dioiapaines, deux domaines nucléotidiques
cytoplasmiques et trois domaines transmembran@ifed®0, TMD1 et TMD2) comprenant
un total de 17 hélices transmembranaires (TMs).diBaque TMDO possede 5 TMs, les
domaines TMD1 et TMD2 possedent chacun 6 TMs. TMBiOrelié a TMD1 par une boucle
cytosolique intracellulaire LO ou ICL3 d’environ Q2&cides aminés et dont le groupement
NH.-terminal est extracellulair€igure 77).273-277

NH, TMDO TMD1 TMD2

Membrane cellulaire

TEOY
N /
ATP ADP ATP ADP
NBD1 NBD2
Cytoplasme

Figure 77: Topologie générale de MRP1.

Les roles et fonctions exacts assumés par TMDO3 I€llle groupement Nd-terminal dans la
fixation et la fonction de MRP1 sont encore peuntan Différentes études de MRP1 ont
d'ores et déja démontré que les résidus appartemantdomaines TMD1 et TMD2 sont
importants pour la liaison et le transport d’un ngranombre de substrat$:282 Des
suppressions partielles et des mutations enversadigles aminés spécifiques de TMDO
peuvent interférer avec l'activité de la protéffie?®> Ces mutations semblent également étre
impliquées dans le repliement de la protéine pwsigusuppression de TMDO n’entraine
aucune conséquence sur l'activité de transfbri®’ Cependant, TMDO ainsi qu’une portion
de la boucle ICL3 sont nécessaires pour la rétendi®@ MRP1 a la surface cellulaire, et
contiennent, du moins partiellement, des élémeatsgttant le traitement et la signalisation
de MRP1288

Une des caractéristiques de I'ensemble des tramesperABC est la présence de deux NBDs,
s’associant sous la forme d’'un dimere afin d’agslaréonction de transporteur. Bien que les
NBDs soient des domaines bien conservés entre rmssporteurs ABC, certaines

particularités différencient MRP1 des autres prasi D’'une part, les deux NBDs ne sont pas
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équivalents vis-a-vis de I'hydrolyse de I'ATP. Lfimité de NBD1 pour I'ATP est en effet
deux a trois fois supérieure a celle du NBD2, cenide étant le site de I'hydrolyse de
I’ATP.28 Alors que la fixation et I'nydrolyse de 'ATP sle¢ NBD2 sont dépendantes de la
fixation de I'ATP sur NBD1, la fixation de I'ATP siNBD1 est indépendante de la fixation et
de I'nydrolyse de 'ATP sur le NBD2, et s’obsengatement en I'absence de NBE Cette
asymétrie semble étre caractéristique des protéB3C. Une seconde différence réside
dans le nombre d’acides aminés constituant les NBDsffet, MRP1 présente une délétion
de 13 acides aminés au sein de NBD1, entre le Mtliker A et la boucle Q. Cependant, ces
acides aminés sont présents au sein de NBD2 de méendans I'ensemble des NBDs des
transporteurs ABC eucaryot&s.De plus, le résidu glutamate qui suit le motif & \Walker
chez la plupart des transporteurs ABC, résidu igudi dans le clivage de la liais@ay
phosphodiester de I'ATP est présent dans le NBDi2 e&t remplacé par un aspartate dans le
NBD1. Ces différences entre NBD1 et NBD2 semblansigouer un role dans la faible
activité ATPasique de MRP1 dans sa globalité et phrticulierement dans la quasi-absence
de I'hydrolyse de I'ATP de NBD#°?

Deux sites de glycosylation sont localisés a praé@nde I'extrémitéN-terminale, sur les
résidus 19 et 23 et un troisieme siteMlglycosylation se situe sur le résidu Age sur la
premiére boucle du TMD2 en positiodD-terminale?’? La glycosylation ne semble pas
nécessaire au transport ni a la spécificité destsatl?’*

Pour finir, MRP1 serait hautement phosphorylé ets gghosphorylations seraient
métaboliquement actives, subissant alternativentksst cycles de phosphorylation et de
déphosphorylation. La boucle intracellulaire ICleliant NBD1 et TMD2 semble étre un site
hautement phosphorylé, sur les sérines 871, 915,e9361. Certains de ces groupements
phosphates semblent d’ailleurs jouer un role ingmrtlans la modulation de I'accumulation
d’agents médicaments au sein de cellules résistafiteCette phosphorylation semble
également étre impliquée dans linteraction de MR®&c les tubulines et p et 'ATP
synthasen.?®* De plus, aprés avoir démontré que la fonction @¢chomologue de MRP1
dansSaccharomyces cerevisiast régulée par la phosphorylation des résidus:SHrSegos
par la caséine kinasax2le levure (Ckalpy®> 2°6I'équipe de Paumi a mis en évidence que
MRP1 est régulée par la phosphorylation du sites§bar la caséine kinase humaine (@K2
homologue humain de Cka?y.
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[.1.3. Elucidation de la structure et modéle par homologie

En absence de données structurales haute résoliaticonstruction de modéle par homologie
a permis d’apporter quelques éléments quant aumisica de transport de MRP1. Mais ces
études sont tout de méme a prendre avec précalioreffet, un premier modéle des
domaines transmembranaires de MRP1 a été élabpegtia de la structure cristalline du
transporteur ABC bactérien MsbA sous la forme dhimodimére’® Cependant, il a été
reconnu par la suite que ce modele était incorifecteffet, la découverte de la structure
cristalline résolue a 3,0 A du transporteur Savl8g8nologue bactérien de MRP1 issu de
Staphylococcus aured®a permis de construire un nouveau modéle des TIDs (TMD1

et TMD2) ainsi que des deux NBDs dans une configura<outward facing», c’est-a-dire

ouverte sur I'espace extracellulaiFéiqure 78).2%8

Figure 78: Modéle par homologie 3D de MRP1 basé sur la strade Sav186&¢ Les domaines TMD1-

NBD1 sont représentés en rouge tandis que les desdiMD2-NBD2 sont représentés en jaune.

La région TMDO, incluant la boucle ICL3, ne préseriucune homologie avec d’autres
protéines. Ainsi, il n'est pas possible de construin modele par homologie de MRP1 dans
sa totalité. Cependant, I'équipe de Rosenbergastpue en 2010 a obtenir une structure 3D
de MRP1, avec une résolution de 10 A de forme gemae, en conformation irward
facing», c’est-a-dire ouverte vers le milieu intraceditd avec une séparation concomitante
des NBDs>*® Cette structure est en accord avec certains mdéktallographiques tels que
celui de la P-gp? L'orientation inhabituelle de 'un des NBDs aursele MRP1 pourrait
refléter la spécialisation des deux NBDs de la énef®® Cependant, il serait tout aussi

possible que le NBD soit désordonné au sein dtatris
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Cette étude nous apporte également de nouvellesriafions concernant TMDO. En effet,
des zones de densité supplémentaires au seinrégidemn des TMDs pourraient correspondre
a la localisation de TMDO, d’'un c6té de la struetprincipale des transporteurs ABC. La
détermination exacte des segments des TMD1 et TE\22 lesquels interagit TMDO n’est
pas possible. Cependant, si I'on se fie au modela dP-gp murine, TMDO interagirait avec
les hélices transmembranaires 14, 15 et 16 de ThtOD2de TMD1 Figure 79). De plus, les
données suggeérent que les boucles extracelluldueBMDO sont semblables a des coudes
rapides tandis que les boucles intracellulaireg souns la forme de densités plus larges qui
pourraient correspondre a ICL3 et sous la formeetés cylindres pour la seconde boucle

cytoplasmique ICL2.

Figure 79: Modéle de MRP1 basé sur le modele de la streictaria P-gp murine (en vert) ainsi que

l'interaction avec TMDO (en rouge) d’apres le medéé Rosenberd?®

L’équipe de Ramaen est parvenue a obtenir la sireictistalline de NBD1 en complexe avec
Mg?* et IATP & 1,5 A3 Cette structure apporte un grand nombre d’infolenatquant au
fonctionnement de NBD1 lors de I'hydrolyse de '’ATRout d’abord, elle indique que NBD1
se présente sous la forme d’'un monomére et posséglestructure similaire aux autres
transporteurs ABC. Cependant, la présence de I'Kif&ct en présence de son co-facteur
Mg?* et la conformation inhabituelle de certains résidlés au sein du site catalytique
démontrent que NBD1 se retrouve dans une confoomatbn productive.

De plus, la présence d’une liaison hydrogene emtrgésidu histidine de la boucle H et
'aspartate catalytique du motif Walker B orients aésidus en direction opposée de I'ATP,
expliquant ainsi la faible activité ATPasique indupar la substitution au sein du motif
Walker B du résidu Glu par le résidu Asp au nivdaiNBD1 Figure 80).3%°
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De plus, cette liaison hydrogene semble jouer le d@un interrupteur, relayant I'information
de I'état d’occupation de NBD1 au site de fixataes nucléotides de NBD2. Ainsi le couple
Asp/His joue un rble central dans la coopérationl'detivité ATPasique entre NBD1 et

NBD2 avec la formation de I'hétérodimere.

A) B)

Figure 80: Comparaison des interactions avec I'’ATP des lesudis/Asp-Glu chez NBD1 de MRP1 (A) et

chez MalK dans une conformation liée a I'ATP (Bigure adaptée des travaux de Ramaen, 2006).

.1.4. Les résidus identifiés de MRP1

L’ensemble des études de mutagéenese dirigée Ewlsd les transporteurs ABC MDR est
détaillé dans la base de données ABCMdb (httpitiaitations.hegelab.org) créée par
I'équipe de Gyimes?® en 2012. Cette base de données rassemble aimsutations affectant
'ensemble de la structure de MRP1. Parmi ces nomiston distingue les mutants affectant
I'activité générale du transporteur et ceux affetta transport d’'un ou plusieurs substrats de
MRP1. Les domaines TM6, TM8-11 du TMD1 et TM14-1¥ TMD2 semblent important
dans la fonctionnalité et la spécificité de tramsples substrats par MRP1.

Ces études ont pu incriminer quelques acides ammgsrtants. Par exemple, le résidu
aromatiqueTyr sz4 issu du modeéle basé sur la structure de Sav1864lide dans le TM6 et
projeté en partie dans le chemin de translocatiosuibstrat semble pouvoir interagir avec des
substrats de MRP#® De plus, d’autres résidus, jouant un réle impdrtims la spécificité et
la sélectivité du substrat, ont été identifiés dessdomaines TMD1 et TMD2 d’apres des
études de mutagénese, des études photo-marquées études de relation structure-activité

ou in silico3%1 302|| 5 également été démontré que la septieme baybttplasmique joue un
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réle important dans le passage du signal entrédegines NBDs et les sites d’interaction des
substrats au sein des TMBES. Des études de mutagénéses récentes ont suggéré la
participation de quatre résidus chargés {lysLyssis, Gluso1 et Glisss), situés dans la
cinquiéme boucle cytoplasmique, dans les interastimter-domaines, nécessaires pour le

bon repliement de la protéif®.

[.1.5. Expression de MRP1

Au sein des cellules polarisées, MRP1 est localisenaniere prédominante au sein de la
membrane basolatérdlé=°" contrairement & de nombreux autres transporteBG #itué au
sein de la membrane apicale. Cependant, MRP1 pailgréent étre exprimée au sein de la
membrane apicale dans certaines cellules spécifiqeiles que les cellules du placenta
(syncytiotrophoblastes) et les cellules endothesiales capillaires du cervedf.?*° MRP1
est également retrouvée du coté basal des celiig@eSertoli et de Leydi et les cellules

tubulaires proximale®?®

MRP1 est largement exprimée au sein de diversstiggac de haut niveau d’expression dans
les poumons, les testicules, les reins, les musdlaslettiques et cardiaques, le placenta et les
macrophagedt’ 312MRP1 est faiblement exprimée dans le foie humaimta. Cependant,

son expression augmente dans les hépatocytes l@drptmn et dans les lignées cancéreuses

thérapeutique®*

MRP1 est également exprimée au sein des cellulaegldu cerveain vivo3'® 34 Ainsi
MRP1 pourrait jouer un réle dans la faible pén@rmtans le cerveau d’inhibiteurs de la
protéase HIV ainsi que d’autres médicaments ou tagexiques. Cependant, la fonction
physiologique de MRP1 au sein de la barriere hémateéphalique reste floue. MRP1 est
détectée du co6té apical des cellules endothélidéss micro-vaisseaux du cerveau et des
capillaires. 3% 315 Cette localisation difféere de celle retrouvée galenent au niveau
basolatérale dans les autres tissus ainsi que ldansellules épithéliales polarisées. Cette
différence de localisation indique ainsi I'implizat éventuelle de MRP1 dans la réduction du

transfert d’anions organiques dans le cenf8adt®
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[.1.6. Les substrats de MRP1

MRP1 est capable de transporter une large gammsaldgrats aux structures diverses. Parmi
ces substrats, de nombreuses études se sont aéesestir le transport de xénobiotiques,
impliqués dans les phénomenes de chimiorésistariagoeotection de I'organisme contre des
agents toxiques. MRP1 est également responsablé&radigport de substrats endogénes

conférant a la protéine un certain nombre de fonstphysiologiques.

Le premier composé a avoir été identifié comme tsabendogéne de MRP1 est I'agent pro-
inflammatoire leucotriéne LQLTC,) avec une trés haute affinit¥: 38 MRP1 est également
impliqguée dans le transport de nombreux produitiotoyiques naturels tels que les
anthracyclines, legincaalkaloides!® 3%les anti-folate$?! ou certains métaux lourds comme
I'arsenic3?2

Certains de ces composés sont transportés conjaguétutathion (GSHy-L-glutamyl-L-
cystéinylglycine), au glucuronide ou au sulfat@uites nort&°

Ainsi MRP1 contribue a [lefflux hors des cellulesagents hydrophobes, tels que
I'antifongique carcinogéne aflatoxin 8% ou cationiques. Le GSH est également lui-méme
transporté par MRPL1 ainsi que sa forme dimériquelésx GSSG. MRP1 est impliquée dans
le transport de prostaglanding$, 32> de stéroides, de vitamines (B9 et B12) et de sels
biliaires3?% 327 Elle posséde également d’autres fonctions phy#iopagiques. En effet,
MRP1 est impliquée dans le transport d’antibiotgjude plusieurs statines impliquées dans le
traitement de maladies cardiovasculatést de 'amyloide3.3?°

Une liste non exhaustive des substrats de MRPegsiupée dans [Eableau 3Q
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Classes de composés Exemples

Méthotrexate, anthracyclines (doxorubicine,

o ) daunorubicine, épirubicine, idarubicine), alcalgide
Agents antinéoplasique: i o ) o
(étoposide, vincristine, irinotécan, vinblastine)ti-

Agents xénobiotiques androgenes (flutamide, hydroxyflutamide)
non conjugués Agents antiviraux Saquinavir, ritonavir
Agents antibiotiques Difloxacine, grepafloxacine, ciprofloxacine
Agents metalloides Arsénite de sodium, arséniatodaim
Sondes fluorescentes Calcéine, Fluo-3, BCECF, SNARF

2,4-Dinitrophenyl-SG, bimane-SG, N-ethylmaleimide-
SG, doxorubicin-SG, thiotepa-SG, cyclophosphamide-
Agents SG, melphalan-SG, chlorambucil-SG, acide
glutathioconjugués éthacrynique-SG, metolachlor-SG, atrazine-SG,
sulforaphane-SG, aflatoxin B1-epoxide-SG, 4-

Agents xénobiotiques _ o _
nitroquinoline 1-oxide-SG, As(SG)3

conjugués _ ) )
Etoposide-Gluc, 4-(methylnitrosamino)- 1-(3-pyrigyl
1-butanol (NNAL)-3bOGluc, SN-38-gluc, 4-
Agents ] )
. i methylumbelliferylb-D-gluc, 6-hydroxy-5,7-dimethyl-
glucoronoconjugués . ) i
2- methylamino-4-(3-pyridylmethyl) benzothiazole
sulfate (E3040S)-Gluc
. ) i Leukotriene C4, prostaglandin A2-SG, 15-deoxy-
Glutathioconjugués .
D12,14 prostaglandin J2-SG, hydroxynonenal-SG
) i Estrone 3-sulfate, dehydroepiandrosterone sulfate,
Métabolites naturels Sulfatoconjugueés

sulfatolithocholate

Acide folique, L-leucovorine, GSH, GSSG, vitamine

Non conjugués
B12

Tableau 30: Substrats endogénes et exogénes connues de MRP1.

[.1.7. Les modes de transport de MRP1

Il existe plusieurs mécanismes potentiels de t@msies substrats par MRP1, conjugués ou
non :

- le transport ne nécessite aucune conjugaison. {&'esis par exemple du méthotrexate
(Figure 81A) ;

- le transport nécessite une conjugaison au GSH (), B0 glucuronide (A7BG) ou au
sulfate Figure 81B) ;
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- le GSH stimule le transport de certains substraits €tre transporté lui-méme. C’est
le cas de I'estrone-3-sulfatBigure 81C) ;330
- le GSH est co-transporté avec le substrat : lespran de certains composés est accru
en présence de GSHrigure 81D) ;318 320,323,331
- le transport du GSH peut étre stimulé par certaimsposés non transportés tels que le
vérapamil ou I'apigénineFgure 81E). 332333

A) B) ©)

Anions organiques
conjugués

Anions organiques
non conjugués

Anions organiques
conjugués

Membrane
cellulaire

Cytoplasme

\ GSH

Anions organiques Anions organiques Anions organiques
non conjugués conjugués conjugués
GSH, Vitamine B12, ... LTC4, 17B-estradiol 17- Estone-3-sulfate,
Méthotrexate, (B-D-glucuronide), ... NNAL-O-
grepafloxacine, ... doxorubicine-SG glucoronide ...

atrazine-SgG, ...
D) E)

Xénobiotiques GSH GSH

4

Xénobiotiques
Vincristine, Stimulant
Doxorubicine, GSH  GSH Vérapamil,
Apigénine, ...

Figure 81: Représentation schématique des modes de trampdifférents substrats de MRP1, adaptée des
travaux de Colé3* A) Transport d’anions organiques non conjuguésTnsport d’anions organiques
conjugués au GSH, au glucoronide ou au sulfat&ti@ulation du transport par le GSH sans que agloe soit

transporté. D) Co-transport de xénobiotiques gb8&l. E) Modulateurs stimulant I'efflux de GSH.
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Le GSH est également lui-méme un susbstrat de MBIRomme le GSSG. Le transport du
GSH reste faible en I'absence d’autres substfad'inverse de celui du GSS®’. Le GSSG
tend a s’accumuler dans les cellules en conditilenstress oxydant. En raison de ses activités
pro-oxydantes, le ratio GSSG/GSH doit donc étrenteal a son minimum afin d’assurer un
fonctionnement normal des cellules. Ceci peut@aéisé par réduction du GSSG en GSH par
'enzyme GSH réductase mais également par I'efflexGSSGria MRP1. La protéine MRP1
contribue au maintien du potentiel redox des ocetlidt leur permet donc de lutter contre le

stress oxydant.
[.1.8. Cycle de transport de MRP1

La protéine MRP1 partage quelques étapes commuves la modele switch» des
transporteurs ABC® mais les étapes de fixation et de I'hydrolyse '@d P différent. Les
différentes étapes du cycle de transport seigife 82) :31

- étape 1 a I'état de repos, le transporteur est dansfarmae dépourvue d’ATP et
présente une forte affinité pour le substrat (oG&H ou le substrat glutathioconjugué). La
fixation du substrat (le LTZ dans laFigure 82 au TMDs induit un changement de
conformation des NBDs favorisant I'interaction entATP et NBD1 ;

- étape 2 la liaison entre I'ATP et NBD1 stabilise I'intstion entre les NBDs et
facilite la liaison avec une seconde molécule d’ATP

- étape 3 la liaison avec la seconde molécule d’ATP corepla formation du dimere
fermé de NBDs et induit ensuite un changement eardtionnel du NBD2. L’ensemble de
ces changements altere I'affinité du substrat shpesa libération ;

- étape 4 suite a I'hydrolyse de 'ATP au site NBD2, leop¥ine se maintient dans une
conformation de faible affinité tant que NBD1 estwpé par de 'ATP et que 'ADP n’a pas
été libéré par NBD2. Bien que I'étape conduisamd @onformation de faible affinité soit
largement décrite, la maniere dont la protéineowste sa forme initiale reste encore
hypothétique et des questions subsistent sur itomement exacte de NBD1 : est-il un site
catalytigue ou non ? En effet si NBD1 n’exerce ptilactivite¢ ATPasique, le retour en
position initiale de la protéine nécessite la l#tém d’ADP au niveau de NBD2 et d’ATP au
niveau de NBD1dtape 5. Mais on ne peut exclure I'hypothese que I'hygsel de 'ATP par

NBD1 soit nécessaire pour réinitialiser la protggt@ape 6.
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Figure 82: Modele du cycle hypothétique du transport du L p& MRP1. MSDO n’'est pas représenté sur ce
modele car il n’intervient pas dans le transportelgains substrats tels que le L&

1.1.9. L’activité ATPasique de MRP1

Les activités ATPasiques reportées pour differarassporteurs ABC peuvent étre tres
variables, allant d’'une activité trés faible tefjee 50 nmol.mif.mg*? pour CFTR® & trés
élevée telle que 1 pmol.mimg? pour la P-gp” Aprés purification de MRP1 native et
reconstitution de la protéine en protéoliposomeRP¥ présente une activité ATPasique plus
faible que celle de la P-gp, avec une valeur diemvi5-10 nmol.mirt.mg®.3® En
comparaison a la P-gp, l'activité ATPasique de MR¥Pdsente une Vmax bien plus faible
mais une affinité pour 'ATP bien supérieure (KmRM1) = 100-300 uM contre Km (P-gp) =
940 pM)3% Certains substrats de MRP1 (GSH, LT@oxorubicine) ainsi que certains
modulateurs (flavonoides et vérapadift) 340343 sont capables de stimuler ['activité
ATPasique de MRP1.

Comme nous l'avons vu précédemment, les deux dawmaNBDs de MRP1 ne sont pas

eéquivalents. En effet, plusieurs differences stmates demontrent que l'affinité de NBD1
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pour 'ATP est deux a trois fois supérieure a celle NBD2, ce dernier étant le site
d’hydrolyse de I'ATP. Des résultats de modélisatianléculaire du dimére NBD1/NBD2

combiné a des simulations de dynamique moléculsirggerent que NBD1 est capable
d’hydrolyser I'ATP avec une tres faible efficaciéé que le taux de largage de I'ADP par
NBD1 pourrait étre I'étape limitante du cycle densport de MRP3*

[.L1.10. Les roles physiologiques de MRP1

La diversité des substrats transportés ainsi qneespression étendue au sein de I'organisme
suggerent différents rdles physiologiques joués M&P1. L'un des substrats les plus
transporté par la protéine est le LLCTes cystéinyls leucotrienes (LT@nais également
LTD4 et LTE issus de la conversion de L7)Csont impliqués dans un grand nombre de
pathologies telles que les réactions inflammataétemnaphylactiques, I'asthme, les réactions

allergiques, I'nypertension et les crises cardiadtfe®?

La présence de MRP1 au sein des barrieres hémiafodésg placentaires, cérébrales et
testiculaires indigque un réle de protection desssititaux de I'organisme par le transporteur.
En effet, il a été observé chez les souris mrpié augmentation du passage de substrats de
MRP1 du sang vers le liquide cérébrospinal. Au skirplacenta, MRP1 serait capable de
protéger le foetus des xénobiotiques et permettagrévention de I'accumulation fcetale
d’endobiotiques tels que;E7BG. 307 2% pour finir, I'efflux d’estrone sulfate par les kéés

de Leydig permettrait d'aider les testicules a gsetqger des effets féminisants de

I'estrogene®*®

Du fait de son implication dans le transport du G8Hdu GSSG, MRP1 permettrait
également de maintenir le potentiel redox des lesifd? 3°°En effet, MRP1 protégerait les
astrocytes de rats contre une exposition a@.f et serait impliqué dans le transport de
substrats produits lors des périodes de stressatikyels que le 4-hydroxynonenal-GS,

composé toxique issu de la peroxidation lipidiéife.
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1.2. IMPLICATION DE MRP1 DANS LA CHIMIORESISTANCE

Comme nous l'avons vu précédemment, MRP1 est capibiransporter de nombreux agents
antinéoplasiques hydrophobes et hydrophiles, radtigur concentration cellulaire et donc
leur efficacité conduisant les cellules tumoralegegenir résistante8>-3%”Un grand nombre
de ces agents anticancéreux sont transportés mmgpugar MRP1 et souvent en présence de
GSH, une propriété que ne posséde pas la protégpe’® Ainsi, la présence de GSH au sein
des cellules de I'organisme augmente considéralleteespectre des substrats transportés
par MRP1.

Cependant, il reste difficile de définir précisémBmplication de MRP1 dans le phénotype
de chimiorésistance en raison de certaines liraitatexpérimentales et ceci malgré le nombre
d’études portant sur ce sujet.

Des niveaux élevés de MRP1 ont été détectés dankarge variété de tumeurs solides. Ces
études suggerent que la diminution de I'activitél'mhibition de la protéine pourrait avoir
des effets bénéfiques sur certains patigrtses leucémies myéloides aigiies et les leucémies
lymphoblastiques aigies font parties des tumeursatl@ogiques pour lesquelles MRP1
semble étre fortement impliquée dans I'échec ditetrent3®® Une résistance due a la
surexpression de MRP1 est observée pour des turselidss telles que le cancer du poumon
non a petites cellules, le cancer de la prostateestains cancers du séft.L’'un des cas ol
importance de MRP1 d’un point de vue clinique iesbntestable est son implication dans le
neuroblastome, une tumeur maligne solide extrabcal®, la plus fréquente chez le jeune
enfant. MRP1 constitue ainsi un indicateur puissanine cible de choix dans le traitement de

cette maladig>® 360

MRP1 joue ainsi un réle non négligeable dans Ian@ésistance et la modulation de cette
protéine constitue I'une des stratégies les pliliségs afin de palier au phénotype MDR.

1.2.1. Inhibition de la protéine MRP1

L’émergence de résistance des cellules tumoratesaax traitements par chimiothérapie et la
corrélation de cette résistance a la surexpresi@qgorotéines membranaires telles que MRP1

a conduit au développement de nouveaux agents leapdiinhiber ces protéines. Alors que
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plusieurs inhibiteurs de la P-gp ont atteint leggeliniques, peu d’inhibiteurs spécifiques a
MRP1 se sont réveélés aussi efficaces.

Les structures et fonctionnalités de la P-gp eM&P1 étant similaires, un grand nombre de
modulateurs de la P-gp ont été criblés sur MRPJpe@dant, un grand nombre de ces
modulateurs se sont révélés inactifs pour MRP faltejue les substrats de la P-gp soient des
molécules hydrophobes et que MRP1 ne reconnaissaleg substrats hydrophiles peuvent
expliquer cet échec. L'exception est le dérivé glime MS-209, capable d’'inhiber les deux
protéines’®! D’autres inhibiteurs ont été mis au point afincdatrecarrer le phénotype MDR
di a la surexpression de MRP1. L'agostérol A, w@rastpolyhydroxylé naturel ainsi que

certains de ses dérivés en font paffig\fre 83).352 363

Agostérol A

Figure 83: Structure de l'agostérol A.

Le vérapamil, un inhibiteur calcique, est considggme un inhibiteur de référence de la P-
gp. Cependant, le vérapamil seul ne parvient passéaurer la sensibilité des cellules
chimiorésistantes surexprimant MRP1. Alors quedepamil seul inhibe tres faiblement le
transport du LT@via MRP1, son association au GSH augmente par 2Q'ifdigbition de la
protéine3!® Des études de relations structure-activité porsamtdes dérivés du vérapamil
contenant un cycle dithiane conduisent, en présdac&SH, a des inhibiteurs efficaces du
transport du LTG3%4

Les flavonoides, tels que la génistéfeu le flavopiridof?! constituent également de bons
inhibiteurs de MRPL1. Les effets variables obsewriési que la nécessité de la présence de
GSH dans certains cas suggeérent la présence deykusites d’interactioff! Les flavones
(lutéoline, apigénine) et les flavonols (quercétikeempferol, myricétine) se sont révélées
étre plus efficaces que les isoflavones (génisy&heet les flavanones (naringénine,
taxifoline) (Figure 84). La déshydrosilybine constitue également un iiduip de choix de
MRP1 capable d’interagir au niveau de plusieumssitinteraction avec la protéinEigure

84 _366
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Déshydrosilybine

Figure 84: Structures de quelques flavonoides, inhibitearsias de MRP1.

La conception de nouveaux inhibiteurs a partir asttucture du raloxifene, utilisé dans le
cadre de traitements hormonaux de substitutionpradwit a la découverte de nouveaux

analogues présentant des activités inhibitricastro etin vivo (Figure 85).367: 368

5L A
- O s\ O R K,(CHZ)n

Raloxiféne, R=0OH,n=1
LY117018, R=0H,n=0
LY329146, R = N(SO,Me), n=1

Figure 85: Le raloxiféne et ses analogues.

Le probénécide, utilisé couramment pour sa capaciébaisser la concentration de l'acide
urique dans le sang, se révele étre un inhibiteutrahsport du LT@ mais également étre
capable de sensibiliser & nouveau des cellulesiatéristances surexprimant MRP1 tout en

n’étant pas actif sur la P-gp vitro (Figure 86).%%°

(0]
H /©)J\OH
/\/N\S
OO

//\\

Figure 86: Structure du probénécide.
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De plus, des analogues d’indolopyrimidines et deghypyrimidines’® 3t ont également

présenté une activité inhibitrice de I'activitétdensport de MRP1Hgure 87).
R

4 |N\ N:\N
N—~N XN \ F
N Z N N’» F
(J A )
NK/©/F N

R = CN, COPh, hétérocyles X=CH,N
R =H, alkyle

Figure 87: Pyrrolopyrimidines et indolopyrimidines commeiinikeurs de MRP1.

L’'indométhacine, un agent anti-inflammatoire, egalément capable de sensibiliser des

cellules surexprimant MRP1 a la vincristine etéadposide Figure 88).372

Figure 88: Structure de l'indométhacine.

D’autres analogues, congus comme antagonistes deptetir au leukotriene, se sont
également révélés moduler MRP1. Parmi ces composéseut citer MK571 et ONO-1078
(Figure 89).373

o
| O
N
HN- o

MKS571 ONO-1078

Figure 89: Structures des inhibiteurs MK571 et ONO-1078.

Des pipérazinedN,N-disubstituées ainsi que des pipéridylfluorendianiteogénées ont été
mises au point comme inhibiteurs doubles agissariasP-gp et sur MRPF{gure 90).374376
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N O
\ = O
CO,B n=01
2lBu R=H, CH, _ . -
X =-, NH R4 = acyl, acides aminés protégés

R, = H, alkyl, alkoxy

Figure 90: Dérivés de pipérazines et pipéridines, inhibedwubles de la P-gp et de MRP1.

Par la suite, un analogue possédant un cycle isteae LY40291837 ainsi qu'un dérivé
guinoxilinone se sont révelés étre des inhibitawtis et sélectifs de MRP1 par rapport a la

P-gp3"> 378l en est de méme pour le dérivé quinoléiniqua tss structures de MS-209 et de
LY335979, inhibiteurs de référence de la PBig(re 91).3°

o
J¥e) o
Ph
{_o ook
HN._O “Ph
N O
LY402913 Phénoxyméthylquinoxalinone
e W, a 0
0 N N O 0 N N > F
\—(— o N F
OH OH O
MS-209 LY-335979
X=N,Y=CO
= X =CH, Y = CH,
Ny K (CHo)GPH
/NN
o \_<—N x—/ (CH)sPh
OH

Dérivés quinoléiniques

Figure 91: Structures dérivées d'isoxalone et de quinoxalécomme inhibiteurs sélectifs de MRP1 par

rapport a la P-gp.

Certains composés sont transposté&sMRP1 sous forme conjuguée avec le GSHviauun
co-transport avec le GSH (aucune liaison covalentee le substrat et le GSH). La formation

de substrats glutathioconjugués est catalysée’'@azyme glutathion-S-transférase (GST).
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Ainsi la surexpression de GST est associ€e a istagse de certains agents thérapeutiques.
Des inhibiteurs de I'enzyme GST ont été concuseeixdypes de modulateurs de MRP1 ont
été étudiés : les composés capables d'imiter le @BHes composés glutathioconjugués.
Parmi ces composeés on retrouve le TER199, un campetes substrats et analogue du
GSH3® parmi les analogues glutathioconjugués, un irgibitle la GST conjugué au GSH et
a l'acide éthacrynique s’est révélé étre un inbilnitcompétitif de MRP1FRjgure 92).38! La
P-gp ne nécessitant pas de GSH pour assurer séoforde transport, les composés
glutathioconjugués ou analogues du GSH tendenti ansétre sélectifs a MRPL.
Malheureusement leur interférence avec le réle iplogiqgue du GSH peut poser quelques

problemes en termes de toxicité.

O._COH

Cl

j)\ S ; o ¢l
HOZCj/\o N N._CO,H
o)

NH,

Figure 92: Structure d'un inhibiteur de la GST conjugué &HGet & I'acide éthacrynique.

La pertinence associée aux composés peptidiguesneoimhibiteurs de MRP1 a été
confirmée ensuite par un peptide cyclique natueetiendroamide A, capable de restaurer la

sensibilité a la vincristine d’une lignée cellu@surexprimant MRPIF{gure 93).382 383
0
M S

N N

OziN H/\Nwi

N

\‘: NH Nw)"'/

W

Figure 93: Structure de la dendroamide A.

Des études plus récentes portent sur la structeirdédves galloyls comme inhibiteurs de
MRP1 et de la P-gpH{gure 94). De faibles modifications structurales permettbsimoduler
la sélectivité pour I'un ou l'autre inhibitedt
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o
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Figure 94: Structure générale des dérivés galloyls commibitelurs de la P-gp et MPR1.

.2.2. MRP1 et la sensibilité collatérale

.2.2.1 Généralités

De nombreux efforts ont été entrepris dans la metiee de nouveaux modulateurs des
transporteurs ABC afin de contrecarrer la chimistéace. Bien que de nombreux composés
se soient révelés efficacesvitro, leurs études cliniques ont conduit & de homb#ésnecs.

L’ensemble de ces résultats a incité les scientfsga orienter leurs recherches vers de

nouvelles stratégies alternatives.

L'une d’entre elles a recemment vu le jour : le eléppement d’'une hypersensibilité des
cellules cancéreuses chimiorésistantes. En effatéié mis en évidence qu’en présence de
certains composés, les cellules cancéreuses simexyirMRP1 meurent par apoptose alors
que les cellules saines ne sont pas affectéeso@eau profil pharmacologique se nomme
sensibilité collatérale!!? Il devient alors possible de mettre au point deveaux composés
capables de cibler sélectivement les cellules cansés surexprimant un transporteur ABC.
Cette nouvelle stratégie thérapeutique présent kanantage d’éviter les effets secondaires
sur les cellules saines dus a I'action des agentisamcéreux. Cependant le mécanisme de ce
nouveau profil pharmacologique reste encore mahadiy: 38°

Dans le cas du phénotype MDR, le premier cas dsilsgte collatérale a été observé en 1976

pour des cellules CHO pour lesquelles le degréedsikilité collatérale semble étre corrélé au
degré de résistance des cellules cancéreuseklacme et donc au taux d’expression de la
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P-gp3% La sensibilité collatérale liée a la surexpressierMRP1 est I'une des plus étudiées

et semble liée au transport du glutathion.

1.2.2.2 Le glutathion, acteur principal de la sensibilitéotlatérale chez MRP1

Le glutathion (GSH) est un tripeptide formé parclandensation d’acide glutamique, de
cystéine et de glycineF{gure 95. Grace a la présence d’une fonction thiol, ce posg
intervient dans le maintien du potentiel redox deBules, leur permettant de se protéger
contre le stress oxydatif. Présent en forte comaganh au sein de I'ensemble des cellules, le
GSH intervient dans un grand nombre de processashibliques tels que la prolifération

cellulaire, la réponse immunitaire ou I'apoptose.
o} o' o0
HOJWLN N A,
NH, H o

Figure 95: Structure du glutathion (GSH).

Le glutathion existe sous forme réduite (GSH) etssiorme oxydée (GSSG), cette derniere

étant moins abondante que la premiére. Le rapptme ees deux formes permet de connaitre
I'état redox de la cellule. L’équilibre entre lemmes oxydée et réduite est également assuré
par I'action d’enzymes telles que la Glutathionu&dse qui permet la réduction de GSSG en
GSH. Une autre enzyme importante, la Glutathiona8sférase (GST) permet au GSH de se
conjuguer a certains xénobiotiqguda le groupement thiol et confére ainsi au glutathuon

réle important dans la détoxification cellulaire.

Grace aux autres enzymes présentesl@tamylcystéine synthétase et la Glutathion
synthétase), la synthése du glutathion est aut@éghn effet, si le glutathion est en quantité
suffisante au sein de la cellule, la synthese &@arrAu contraire, si la concentration

intracellulaire en glutathion devient trop faible, synthése redémarre. Le glutathion peut
également étre efflué hors de la cellule, soupsad oxydée, conjuguée ou non, permettant

ainsi de réguler sa concentration intracellulaire.

D’aprés certaines études, les cellules cancéressasbleraient contenir davantage de

glutathion que les cellules sain&8Jeur permettant ainsi, par exemple, de se protégeire
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'apoptose. La stratégie selon laquelle un appasement des cellules tumorales en
glutathion permettrait de les rendre plus sensialéapoptose serait ainsi envisageable et est

d’ores et déja étudiée par de nombreuses équiipsr¢ 96).389-3%3

@ =

Cellules cancéreuses
chimiorésistantes
surexprimant MRP1

GSH

Mort par apoptose

Stimulant

Figure 96: Schéma du mécanisme de sensibilité collatérae MRP1.

Cette approche thérapeutique aurait pour effetit@éla métabolisation des médicaments et
donc de potentialiser leurs effets, de favorisattdque des agents oxydants (ROS, RNS) et

d’initier 'apoptose.

1.2.2.3 Le vérapamil, inducteur de la sensibilité collatéeavia par MRP1

Comme nous I'avons vu précédemment, MRP1 est caplbtransporter le glutathion, ainsi
gue ses conjugués, exogenes ou endogéenes. En il3B&té observé que le vérapamil
(Figure 97), inhibiteur calcique et inhibiteur de référeneeld protéine P-gp’* est capable

d’'induire une sensibilité collatérale au sein déutes H69 surexprimant MRP#®?

Figure 97: Structure du Vérapamil.

Bien qu’inefficace dans la restauration de la d#liigi aux agents anticancéreux des cellules

chimiorésistantes surexprimant MRPY,plusieurs études ont démontré, dans les années
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2000, la capacité du Vérapamil a transporter acterd le glutathion, pouvant ainsi moduler
la résistance liée a MRPY’ 3% es travaux de Loe confirment I'nypothése selauédle la
capacité du vérapamil a moduler la résistancebattd a MRP1 n’est pas liée a sa faculté
d’'inhiber directement la protéine mais a son effat I'efflux du GSH®® En 2004, il a été
observé que MRP1, surexprimée au sein des celBi#s21, transporte massivement le
glutathion induisant une sensibilité collatéralepeésence de vérapamitigure 98).3° L'un

des mécanismes proposeés serait une symbiose aet@ugmentation du stress oxydatif et la

déplétion intracellulaire en glutathion empéchanté protectiorf®®

A) B)
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Figure 98: (A) Efflux du glutathion par MRP1 induit par LM de vérapamil et (B) sensibilité collatérale
observée sur les lignées cellulaires BHK-21 coag ) et les lignées cellulaires transfectées surexamtm
MRP1 (BHK-21-MRP1) ¢).

L’analogue iodé du vérapamil présente égalemeneftet apoptotique important, issu de
I'efflux massif de GSH/ia MRP1 Figure 99).3%°

Figure 99: Structure du dérivé iodé du vérapamil.

Possédant un centre asymétrique, il a été démguérées deux énantiomeres du vérapamil ne
présentent pas les mémes effets sur I'activité dRRM Seul I'énantiomer8 est capable

d’'induire l'apoptose par un efflux massif de GSHezhles cellules chimiorésistantes
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surexprimant MRP1. L'efflux de GSH induit par I''e@re S, et non observé chez
'énantiomére R est supérieur a celui obtenu par le mélange rapémiAu contraire,
I'énantioméreR sensibilise a nouveau les cellules chimiorésistara la vincristine par
inhibition de la protéine MRP*?

Cependant, le vérapamil et son dérivé sont forténcandiotoxiques aux concentrations
utilisées pour le traitement du phénotype MDR. Cfasur cette raison que d’autres familles
de molécules ont été étudiées afin de trouver deesux composés présentant le profil de

sensibilité collatérale tout en étant le moins dgois possible.

.2.2.4 Les flavonoides comme nouveaux inducteurs de saliglrollatérale

Par la suite, d’autres travaux ont démontré quédesnoides étaient une famille intéressante
pour la sensibilité collatérale. Les flavonoidesitsdes dérivés naturels qui présentent des
activités pro- et anti-oxydantes. Cette famillerdelécules est largement reconnue dans la
prévention pour le cancer ainsi qu’en chimiothéra®i Parmi ces flavonoides, I'apigénine
(Figure 100 a été identifice comme un agent cytotoxique $éledes cellules
chimiorésistantes surexprimant MRP1 telles quecketules sélectionnées H69AR et les

cellules transfectées Hef&: 492

OH

Figure 100: Structure de I'apigénine.

De plus, il a été démontré que certains flavongitis que I'apigénine, la naringénine, la
geénistéine et la quercétine, sont capables d’ieduire stimulation du transport de GS8id
MRP1333

Guidés par ces résultats, nos collaborateurs hgiexyde I'IBCP de Lyon ont criblé un grand
nombre de flavonoides, tels que des flavones efflaesnols afin de trouver de nouveaux
composés présentant le profil de sensibilité oiiédée et dépourvus de toxict®€.L’ensemble
de ces composés a été testé pour leur inductidfiud’ele GSH a 20 uM, leur cytotoxicité
sur des cellules chimiorésistantes surexprimant MRP69AR) et des cellules parentales
sensibles (NCI-H69). Dans chaque cas est déterimirapport de sélectivité (noté RS), ratio
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de 'EGso obtenue sur les cellules parentales sur 4gegbtenue sur les cellules surexprimant

MRPL1. Cette valeur de RS représente la sensibditatérale Tableau 31).

i % Efflux net ECso (UM) ECso (UM)
Composés R RS
GSH a 20uM H69AR NCI-H69
Vérapamil SR 96,8 7+5 >100 >14,8
Apigénine 43,0 10 £5 >100 >10
Chrysine 76,5 5+4 >100 >20,4
3-Méthoxychrysine 65,6 4+3 >100 >24.5
5,7-Dihydroxy-4’-fluoroflavone 74,5 543 >100 >20,5

Tableau 31: Résultats biologiques obtenus pour les meilléiarsnoides, inducteurs de sensibilité collatérale.
Activité d'efflux de GSH sur les cellules BHK-21 mimée en % d’efflux net de GSH (différence ente |
pourcentage d’efflux de GSH dans les cellules dasiBHK-21 contrble et le pourcentage d'efflux sldes
cellules résistantes BHK-21 surexprimant MRP1) gtotoxicité des composés sur les cellules H69AR
surexprimant MRP1 et les cellules contréles NCI-H6Ss valeurs des Bgont été calculées a partir de courbes
doses-réponses. RS est le rapport de sélective@valeurs représentent la moyenne + la déviatamard sur

un minimum de trois expériences indépendantes.

Parmi les meilleurs composés issus de cette éardeetiendra la chrysine, un flavonoide
naturel ainsi que deux analogues synthétiques;ng@tBoxychrysine et la 5,7-dihydroxy-4'-

fluoroflavone Figure 1017).

Chrysine 3-Méthoxychrysine  5,7-Dihydroxy-4'-fluoroflavone

Figure 101: Structures présentant un profil de sensibilitéatérale.

Cependant, il a été observé que certains flavospithpables d’induire un efflux massif de
GSH, ne parvenaient pas a induire une mort sétectpar apoptose des cellules
chimiorésistantes surexprimant MRP1. Ceci fut égel® observé lors de I'étude du
comportement des xanthones vis-a-vis de la seiéilmibllatéralé®* montrant ainsi que la
mort sélective par apoptose des cellules chimistasies surexprimant MRP1 ne dépend pas
uniquement de l'efflux de GSH. Ainsi, il existerdifférentes cibles biologiques, la premiére
étant MRP1 et conduisant a un efflux massif de 8k des cellules, tandis que d’autres

cibles conduiraient a la mort sélective par apatosquement si les cellules sont amoindries
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de leur teneur en GSH. L'implication d’autres voeediulaires dans l'induction de I'apoptose
est une hypothése qui doit encore étre explorée.

Cependant, certaines caractéristiques structurgdegges d’études de relations structure-
activité, favorisent la sensibilité collatérale. Effiet, I'absence de groupement hydroxyle en
position 3 de la flavone est une condition nécessain de conserver I'effet apoptotique des
composés? Ainsi les flavonoides représentent une famillectieix pour la recherche de
nouveaux agents anticancéreux induisant sélectvemBapoptose des cellules

chimiorésistantes surexprimant MRP1.
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Il. Travaux personnels: conception, synthese et
évaluation biologique de nouveaux modulateurs de

MRP1 ciblant la sensibilité collatérale

I.1. OBJECTIFS DES TRAVAUX PERSONNELS

Suite aux résultats encourageants obtenus potialemoides, I'objectif de cette these a été
de continuer cette investigation par la conceptlarsynthése et I'évaluation biologique de
nouveaux ligands de MRP1, dépourvus de toxicit&times a agir comme activateurs de
MRP1 pour induire I'efflux du glutathion (GSH) aboutissa terme a la mort cellulaire par

apoptose.
11.2. CHOIX DES MOLECULES CIBLES

Les flavonoides constituent une famille de compasgshoix pour le développement de
nouveaux modulateurs de la protéine MRP1 dansdescdu phénotype MDR. En effet, on
retrouve un grand nombre de ces composés quasimamtcytotoxiques dans notre
alimentation.

De plus, comme nous l'avons vu précédemment, debremes études ont déja souligné
limplication des flavonoides, et en particulieisdi&avones, dans la modulation des différents
transporteurs ABC responsables du phénotype MBDR® 4%conduisant & un premier travail
de prospection, entrepris antérieurement au selalhratoire. Cette premiére étude a permis
d’apporter de nouvelles informations quant auxti@ia structure-activité liées a MRP1 et a

ainsi été poursuivie dans le cadre de cette these.
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Pharmacomodulation 2

C-alkylation etO-alkylation en position 3

Pharmacomodulation 3

Remplacement du cycle B par un

ferrocene

Pharmacomodulation 1

Dimeéres de flavonoides

Figure 102: Pharmacomodulations entreprises a partir dalafie, ainsi que sa humérotation et la

nomenclature de ses cycles.

Nous avons concentré nos efforts autour de tras de pharmacomodulatiorisdure 102 :

- pharmacomodulation 1: identification de nouvelles structures corresfmr a des
dimeéres de flavonoide®’

- pharmacomodulation 2: la position 3 de la flavone étant une positioatégique en
termes d’activité biologique sur MRP1, l'influendéune C-alkylation et d’uneO-
alkylation en cette position a été étudiée ;

- pharmacomodulation 3: introduction d’'un nouvel élément structural, egrbcene.
En effet, le couple FégFe" est intéressant car il est capable dinterveninsdies

mécanismes rédox des cellules.

A lissue de I'ensemble de ces pharmacomodulatidszomposés ont été envoyés en tests

biologiques. Les différents tests biologiques détréalisés a I'lBCP de Lyon.

11.3. PROCEDES D'EVALUATION BIOLOGIQUE DES
ANALOGUES SYNTHETISES

L’efflux net de GSH ainsi que la cytotoxicité swesdlignées cellulaires contréle et résistante

induits par chaque composeé ont été déterminés delaxtests biologiques.
[1.3.1. Détermination de I'efflux net de GSH

Ce test permet de déterminer la capacité des camm@ymthétisés a induire ou non un efflux
massif de GSH. Il est réalisé sur les lignées lztks de hamster BHKB@by Hamster

198



CHAPITRE 3. MODULATION DE LA PROTEINE MRP1

Kidney) transfectées, soit avec le vecteur vide (BHK-31®oit avec le vecteur contenant le
géene codant pour MRP1 (BHK-21-MRP1). Ce dosage pedm déterminer la quantité totale
de GSH intracellulaire (GSH + GSSG) et repose auméthode enzymatique de Tiezte,
adaptée par Andersdff Il se déroule selon deux réactions cycliques dinéles Figure
103 :

- I'enzyme GSH réductase catalyse la réduction du@&$deux molécules de GSH par
l'intermédiaire de la forme réduite du NADPH (Nic@mide Adénine Dinucléotide
Phosphate) ;

- le DTNB (Acide 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoique)) yoe le GSH en GSSG, pour former
2 équivalents de TNB (acide 2-nitro-5-mercaptobénnze) jaune qui absorbe & 412 nm.

NADPH GSSG 2TNB
412 nm
Glutathion réductase
NADP* GSH DTNB

Figure 103: Principe du dosage du GSH intracellulaire total.

La vitesse de la réaction peut étre mesurée earsuiapparition de la coloration jaune. Cette
vitesse étant proportionnelle a la quantité en GBeékt alors possible de doser le GSH total
(GSH + GSSG) d'un échantillon. La quantité de GS8tracellulaire total est mesurée au sein
des cellules contrles et des cellules transfeqiae8/RP1. Apres 3 heures d’incubation, les
cellules, en absence ou en présence de 5 et 20epd¥ladjue molécule étudiée, sont lysées. A
ce lysat cellulaire sont ajoutés le NADPH, la GStfluctase ainsi que le DTNB, puis
'absorbance est lue a 412 nm toutes les 30 sesquetedant 2 minutes. Le contenu total en
GSH est finalement quantifié par comparaison avew ourbe d’étalonnage de
concentrations connues de GSH. La concentratioadeliulaire totale en glutathion est
exprimée en nmol par mg de protéine et les tesiisréalisés en duplicata ou triplicata.

Le pourcentage d’efflux de GSH au sein des cellotegroles et des cellules transfectées par
MRP1 est exprimé en pourcentage, les cellules raitéés présentant un pourcentage de
GSH de 100%. Le pourcentage d'efflux de GSH inghait les composés testés est ainsi

déterminé pour chaque lignée cellulaire puis le#pécifigue de chaque composé sur les
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cellules transfectées par MRP1 est corrigé deefeiffiduit sur les cellules contréles afin

d’obtenirl’efflux net de GSH. L'efflux net de GSH correspond ainsi & la formsigvante :

Efflux net de GSH = Efflux de GSH (BHK-21-MRP1) Hlbix de GSH (BHK-21wt)

[1.3.2. Détermination de la cytotoxicité

Ce test permet de vérifier la corrélation entrdfll@ de GSH et la mort cellulaire et de
détecter un profil de sensibilité collatérale. @Gsttn’est réalisé que sur les composés
provoquant un efflux de GSH supérieur a 40%. Lagyoe de ce test est expliqué dans le
chapitre 2, paragraphe 11.4.1 (page 100). Il ealigé sur la lignée cellulaitdCI-H69 issue

de cellules sensibles du cancer du poumon humpatiées cellules et sur la ligné9AR
issue de cellules résistantes, surexprimant MRBtenoes par exposition des cellules NCI-
H69 & la doxorubicine.

11.4. PHARMACOMODULATION 1: LES DIMERES DE
FLAVONOIDES

[1.4.1. Les diméres d’apigénine, inducteurs de sensibilitéollatérale chez
MRP1

De nombreux exemples dans la littérature attesdentefficacité de I'emploi de ligands
bivalents ou multivalents capables de se lier damdément a plusieurs récepteurs d’une
méme protéiné® 41°En effet, ces ligands sont connus pour étre biglmment plus actifs et
sélectifs que les ligands monovalents corresposdant

La protéine P-gp présentant plusieurs sites dactesn, de nombreuses études se sont
intéressées a la synthése de ligands polyvalentagiculier, différents homodimeres se
sont avérés étre capable d’inverser le phénotyp&MbBez la P-gp, d’'une maniére bien plus
efficace que les monomeéres correspond@hts?? En particulier, les travaux réalisés par
I'équipe de Wong et Chow ont prouveé I'efficacitdhhdmodiméres de I'apigénine, espaceée par
guatre motifs éthyléne glycol dans la modulatior'aetivité de la P-gp pour le traitement du
phénotype MDR!3 414
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La protéine P-gp possédant des propriétés striesued fonctionnelles similaires a MRP1,
cette méme équipe a poursuivi ses travaux en ajgpltqune approche identique a I'activité
de transport de MRP%”

Remarque : Les dimeres testés dans le cadre dedé€étle la P-gp ne sont quasiment pas
actifs sur MRP1 suggérant ainsi que les sites digrttion de MRP1 ne sont pas localisés de

la méme maniere que sur la P-gp.

D’aprés les résultats issus de cette étude, lerdideFigure 104 s’avere étre un excellent
modulateur de MRP1, non cytotoxique. En effet, omposé présente la plus faible valeur
d’ECso (73 £ 13 nM) pour l'inversion de la résistanceaalbxorubicine régulée par MRP1 et
est respectivement 36, 247 et 6849 fois plus apé le vérapamil, le MK571 et le

probénécide, trois modulateurs connus de MRP1.

Figure 104: Structure du dimérée.

D’aprés les étudem vitro, réalisées au sein de 'IBCP de Lyon, le diméesest capable
d’induire un efflux massif de GSH au sein des ¢tefitBHK-21 transfectées avec MRP1. En
effet, un efflux net de GSH de 51 + 7% est obs@mér une concentration de dimetede
0,1 uM (Tableau 32.

% Efflux net GSH
0,1 uM 0,5 uM 2 UM
51+7 58 +5 59+5

Tableau 32: Efflux net de GSH du dimere sur les cellules BHK-21. Les valeurs représeng@mdyenne + la

déviation standard sur un minimum de trois expé&eernndépendantes.
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De plus, le dimérele présente un profil de sensibilité collatérale. éifet, il est capable
d’induire sélectivement la mort par apoptose ddisiles résistantes surexprimant MRP1 par
rapport aux cellules contréles et ceci sur deuxées cellulaires distincteBi§ure 105).

=

B)

140 120 ——BHK21WT —=—BHK21MRP1
120 =4—Nci-H69 —=-HG69AR

100

100

80
80

*

60 = ——

60

40
40

Survie cellulaire (%)

20 20

Survie cellulaire (%)

0 2 4 6 8 10
4 [46] uM 6 8 10

Figure 105: Evolution de la survie cellulaire en fonctionldeoncentration en diméde sur A) les cellules
NCI-H69 (contrbles) et H69AR (résistantes) et B)dellules BHK-21wt (contréles) et BHK-21-MRP1

(résistantes).

Le dimere4e est actuellement en cours de tastsivo, au sein de I'Institut des Sciences
Pharmaceutiques et Biologiques de I'Université Lyord partir de ces résultats, nous avons

entrepris la conception et la synthese de nouvhamodimeéres dérivés de I'apigénine.

Trois points de pharmacomodulations ont été eneséys de cette étude :
- la modulation du bras espaceur : variation dengueur de la chaine alkyle (n = 2 et
3);

- la modulation de la nature du flavonoide : synttlBeemodiméres de chalcones et de
flavones ;

- la substitution du cycle A : présence de groupemethoxy erortho et enparade la
fonction carbonyle.

o)

Au total, quatre homodimeres ont été synthétisésséés biologiquemeniigure 106).

0 I e
OFi |Ho O N _oJ | o O
6 5

o._©O ¢}

44a,n=2 o _0O N 49a, n=2 o
44b, n=3 49b, n=3

_0O

Figure 106: Homodimeéres de dérivés de I'apigénine mis autairiaboratoire.
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[1.4.2. Synthése des diméres ciblés

11.4.2.1 Re-synthése du dimere 4e

Le dimerede excellent inducteur de sensibilité collatéraks, actuellement en phase de test
in vivo chez nos collaborateurs biologistes de I'IBCP gerl Il a ainsi été nécessaire d’en
synthétiser plusieurs centaines de milligrammesusNavons ainsi suivi les conditions

développées par I'équipe de Wong et Ch&ehgma réactionnel 1547

0
K,CO3
o, By |
—»
Acetone O/\/ OH OH O

Reflux
O/\/
36 (67%) 37 (52%)

I
DMSO
Reflux

/ 50 KzCO3
/,S O,(/\/O\)S// +
o 4 MeOH
Reflux
/\/
40 39 (95%) OH 38 (34%) 0
K,CO; | DMF
O TBAB | 100°C

Schéma réactionnel 15 Syntheése du dimere

La synthése du dimeéréde s’effectue en cing étapes. Une premiére étapeistensn la

protection du 4-hydroxybenzaldéhyde par alkylatilenla fonction phénol avec du bromure
d’allyle en présence de carbonate de potassiura btamure de tétrabutylammonium a reflux
dans I'acétone afin d’obtenir le compd@&avec un rendement de 67%. Le TBAB joue ici le
rble de catalyseur de transfert de phase. Il estessdire de protéger le 4-
hydroxybenzaldéhyde car, lors de la condensati@s dacétophénone, la base forte utilisée

déprotone également la fonction phénol du 4-hydveryaldéhyde. Cette déprotection tend a
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enrichir le cycle aromatique en électron et a diuraima réactivité de I'aldéhyde contrecarrant
ainsi la formation de la chalcone. D’apres la ldtare, le groupement allyle, pouvant étre
retiré dans des conditions douces, a été choiseften, un groupement se déprotégeant en
milieu basique fort aurait été contradictoire al@synthése de la chalcone. De méme, un
groupement éliminé en milieu acide pourrait coneldirune déméthylation des groupements
méthoxy. Une autre alternative aurait pu étrellsdtion des éthers de silyle.

Le composé36 ainsi obtenu est ensuite condensé avec la 2-hydyoréthylacétophénone
par action de I'hydrure de sodium a températureiamid dans le THF afin de former la
chalcone37 avec un rendement de 52%. Une étape de cyclisattgdante par action du
diiode a reflux dans le DMSO permet de transforlaethalcone87 en chromon&8 avec un
rendement de 34%. Le groupement allyl est enseiteéren présence de palladium de tetrakis
en milieu basique afin de conduire au monon8¥ele maniére quantitative. Pour finir, une
substitution nucléophile intermoléculaire avec éive ditosylé40 en milieu basique permet
d’obtenir ledimére 4e avec un rendement de 14%. Le déd@Ea quant a lui été obtenu par
activation du pentaéthylene glycol avec du chlordeetosyle en milieu basique avec un

rendement de 98%&€héma réactionnel 16

THF {0
O//S \C| 0°C o

(0]

o s e Mo Ty 50

HO H p S ,(/\/O\/)/S
ST

40 (98%)

Schéma réactionnel 16 Synthése du compodé.
I1.4.2.2  Syntheése des dimeres 44a/b et 49a/b
D’aprés les travaux de Wong et Chtfdeux voies rétrosynthétiques sont possibles afin d

synthétiser les dimeéeres souhaités a partir du 4exythenzaldéhyde Schéma
rétrosynthétique 2).
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04,0
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o) 0 _O 0_ O
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(]
o_ O
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N g 7

FOA O
I |
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Schéma rétrosynthétique Joour la synthése des homodimeres cibles.

La voie A débute par la formation d’un homodimeérgartir du 4-hydroxybenzaldéhyde
suivie d'une étape d’aldolisation-crotonisationdatne étape de cyclisation. Au contraire,
pour lavoie B, le dérivé de I'apigénine est synthétisésdan premier temps suivi par la

formation de I’homodimeére.

o] Synthese par la voie A

Dans un premier temps, nous avons suivi la voieoAstituée de trois étapes a partir du 4-

hydroxybenzaldéhydesghéma réactionnel 1),
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T
=2 Ts0 0TS
41 (83%)
ou
n=3 Br/\/\Br

K,CO4

OH _TBAB _ OHO
DMF
| 80°C

o 42a (n = 2, 86%)
42b (n =3, 38%)

OH O
Me2804
KOH (50%) K2003
EtoH Acetone
90°C oH 25°C HO OH
43 (77%)

44a (n =2, 40%)
44b (n = 3, 38%)

1®"essai : DDQ, 1,4-dioxane
28Me essai : |, DMSO

Oy O
SRaA®
a0y POR
o_© o _oO

Schéma réactionnel 17 Synthése des homodimeres cibles par la voie A.

Pour former ces dimeres, le 4-hydroxybenzaldéhystenss en réaction avec un agent
dialkylant : le composétl pour n = 2 issu de l'activation de I'éthylene giyavec du
chlorure de tosyle et avec le 1,3-dibromopropang po= 3. Cette dimérisation est réalisée en
milieu basique en présence de carbonate de patagsid’'un ammonium quaternaire afin de
former les bisaldéhyde®2a et 42b avec des rendements respectifs de 86% et 38%.d2uis
bischalconesida et 44b ont été préparées par une réaction d'aldolisatiotenisation en
milieu basique entre les composdla et 42b et I'acétophénoned43 issue de la
diméthoxylation de la 2,4,6-trihydroxyacétophénofiette diméthoxylation est réalisée a

température ambiante dans l'acétone en présenceadsonate de potassium et de
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diméthylsulfate comme agent alkylant. Cependans, digférents essais de cyclisation
oxydante, a savoir I'utilisation de la DDQ et dede a chaud dans différents solvants sur les
bischalconegd4aet44b se sont soldés par des échecs. Nous avons doisagla voie B.

o] Synthese par la voie B

La synthese des diméres par la voie B se réalisgear étapes, dans un premier temps la
formation du monomeére, dérivé de I'apigénine, puig seconde étape d’homodimérisation
(Schéma réactionnel 18 Cette voie présente I'avantage de pouvoir madulles facilement

les dimeres en modifiant, lors de la derniére étlprature du bras espaceur reliant les deux

unités des dérivés de I'apigénine.

0 o ©° S0 o
5! T
_ + _—
O/\/ fe) THF fe) OH
| 25°C | A~
36 43 45 (60%) o)

I2
DMSO
Reflux

Pd(PPH,),
K,COs
2

MeOH
Reflux

46 (21%)

n NaOH n
K,CO;3 TsO* "OTs HO™ "OH *+ 0
DMF THF :

% e
80°C 41 (n =2, 83%) 0°C o
48 (n = 3, 24%)
SO 0 o o~
- (e o
49a (n =2, 5%)

49b (n = 3, 37%)

Schéma réactionnel 18 Synthése des homodimeéres cibles par la voie B.
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La 2-hydroxy-4,6-méthoxyacétophénofig est condensée avec le 4-allylbenzaldé3@en
condition basique afin de conduire a la chalcdbeavec un rendement de 60%. Puis une
cyclisation oxydante en présence de diiode dam¥M&O permet d’obtenir la chromord
correspondante avec un rendement de 21%. Pourléngroupement allyle est retiré en
présence de Pd(Pfhen milieu basique afin de conduire au monord&ravec un rendement
de 96%.

Dans un second temps, I'étape d’homodimérisatiodéativé47 est réalisée par une réaction
de dialkylation avec un demi-équivalent d’un dérhitosylé, possédant une chaine éthyle
(41 ou propyle 48), en présence de carbonate de potassium dans ke »Ehaud, afin
d’obtenir respectivement les homodiméd&s et 49h.

11.4.3. Evaluation biologique des diméres ciblés

Les résultats biologiques issus du dosage intrdae du GSH pour les quatre composeés
testés a 5 et 20 uM sur les cellules controles (BHiit) et les cellules surexprimant MRP1
(BHK-21-MRP1) sont résumés dansTlliableau 33

% Efflux net GSH

Référence
2 uM 5 uM 20 uM
Dimere 4e 59,4 / /
Vérapamil / 66,1 96,8
44a / 10,2 5,6
44b / 3,7 1,8
49a / 4,1 25
49b / 14,4 27,2

Tableau 33: Efflux net de GSH sur les cellules BHK-21. Le éim4e et le vérapamil sont utilisés comme

composeés de référence.

Les quatre dimeres synthétisés induisent un effebde GSH relativement faible par rapport
au vérapamil et au dimede En effet, a 20 uM, les composésa, 44b, 49aet49b induisent

un efflux net de GSH respectivement 17, 54, 39%®fds inférieur au vérapamil.

La cytotoxicité des diméres de chalcoddsa et44b a tout de méme été évaluée grace au test
MTT sur les cellules sensibles (NCI-H69) et ledutes surexprimant MRP1 (H69AR). Les
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courbes représentant I'évolution de la survie talle en fonction de la concentration en
composégidaetddb sont représenté€sgure 107.

A) B)
10 NCIHEY  =—fll=HEIAR 140 NCIHE69 —— HG9AR

= 12 120 _ _
:63 =20 : § 26-& T - $ -
= 100 - Py ¥ = 100 Y b
— - € = %
= 20 B 8D h
T 60 g 50
g 2
§ 40 Z 40
a 20 “ 5p

0 0

0 20 a0 50 80 100 0 20 40 60 80 100
[44a] (LM) [44b] (uM)

Figure 107: Evolution de la survie cellulaire en fonction @escentrations dé4a (A) et de44b (B).

Un faible effet de cytotoxicité est observé préféimlement sur les lignées cellulaires
résistantes surexprimant MRP1. Mais cet effet nigp@rmettre la détermination desdg€ar
trop faible dans la gamme de concentrations étadiée

Pour conclure les quatre dimeéres testés n’induigastd’efflux de GSH conséquent et pour
deux d’entre eux, n’entrainent pas de mort cellelgiar apoptose des cellules surexprimant
MRP1. Ainsi, suite a ces résultats négatifs, et &ds faible solubilité des composés testés,
nous avons décidé de concentrer nos recherchekeswwtructures de plus petites tailles telles

gue des monomeres de flavones.

1.5. PHARMACOMODULATION 2: MODULATION DE LA
SUBSTITUTION EN POSITION 3 DE LA FLAVONE

[1.5.1. Impact de la position 3 de la flavone sur la sensiiié collatérale

Nous nous sommes intéressés a l'alkylation de $itipn 3 de la flavone. En effet, suite a des
résultats obtenus antérieurement au laboratoites pesition semble étre importante pour la
sensibilité collatéralé® Il a été récemment prouvé que I'absence d’un grogmt hydroxyle
en position 3 de la flavone est une condition nemies afin d'induire une mort sélective des
cellules surexprimant MRP¥2 En effet, la galangine et le kaempférol sont délaxones

hydroxylées en position 3 capables d’'induire utugfinassif de GSH (efflux net de GSH
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respectifs 85 et 73%) mais ne conduisent pas anare sélective par apoptose des cellules
surexprimant MRP1Rigure 108).

Galangine Kaempférol

Figure 108: Structures de la galangine et du kaempferol.

Au contraire, la 3-méthoxychrysin&igure 109, présentant un groupement méthoxylé en
position 3, présente un pourcentage d’efflux neGS8H de 65,6% et est capable d'induire
une mort sélective des cellules surexprimant MR&&c une E6 de 4,1 uM et une

sélectivité de 24,5 par rapport aux cellules palest

Figure 109: Structure de la 3-méthoxychrysine.

Nous avons ainsi trouvé intéressant dans un pretaiaps de remplacer le groupement
méthoxy par différents groupements alkyloxy afirerd’ étudier I'impact sur le profil
pharmacologique. Afin de simplifier les synthesess avons réalisé ces modulations sur la
3-hydroxyflavone, disponible commercialement. Quagroupements alkyles ont été utilisés :
éthyle, propyle, isopropyle et benzykdure 110).

50a, R = éthyl
50b, R = propyl
50c, R = isopropyl
50d, R = benzyl

Figure 110: DérivésO-alkylés en position 3 de la flavone.

Nous avons également décidé de concentrer nostsefar I'impact pharmacologique de
dérivésC-alkylés en position 3 de flavonEigure 111).
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54a, R = éthyl
54b, R = propyl
54c, R = isopropyl
54d, R = méthyl

Figure 111: AnaloguesC-alkylés en position 3 de la flavone.

Les 3-méthylflavones sont des composés rares danatlire mais deux dérivés naturels ont
tout de méme été isolés Hligenia kurzii (3-C-méthylapigénin-50-rhamnoside et &-
méthyllutéolin-50-rhamnosidef!® Ce type de composés présente des propriétés
antioxydante® et certaines activités biologiques (activités eattériennes® prévention de
I'oxydation de la lipoprotéine de basse densité 1) ayant un impact direct sur le
cholestérol). Ainsi nous avons décidé d’étudiempact de I'addition d’une chaine alkyle

lipophile en position 3 sur les propriétés pharnhagiques recherchées pour MRPL1.

[1.5.2. Synthese des analogue®-alkylés et C-alkylés en position 3 de la
flavone

11.5.2.1  Synthese des dérivés O-alkylés 50a a 50d

Ces composeés ont été obtenus en une seule étapkkylation de la fonction hydroxy de la
3-hydroxyflavone a l'aide de différents halogénaakes en condition basiques avec des
rendements compris entre 17% et 67%chéma réactionnel 1P Une fois encore, cette
alkylation phénolique est réalisée en présence BABT jouant le réle de catalyseur de

transfert de phase.

RX

I'(|'2|'§:Ac|)33 50a (R = éthyl, 30%)
50b (R = propyl, 40%)
Acetone 50c (R = isopropyl, 17%)

Reflux 50d (R = benzyl, 67%)

Schéma réactionnel 19 Synthése des dériv€salkylés de la 3-hydroxyflavone.
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[1.5.2.2  Synthése des dérivés C-alkylés 54a a 54d

La premiere voie explorée afin d’obtenir les désivie flavoneC-alkylés souhaités a été la
synthese d’'un intermédiaire de type chalcone caadj a I'issue d’une cyclisation oxydante,

aux dérivés désirésS¢héema rétrosynthétique 3

Cylisation oxydante Aldolisation - Crotonisation

Schéma rétrosynthétique 3sia un intermédiaire de type chromone.

Dans un premier temps ont été synthétisés lesaede 'acétophénone présentant différents

groupements R (composgBaa52¢ (Schéma réactionnel 2

(0]
©\)LH RCHZMgX ©\)\/ Mn02 ©\)J\/
oH Et,0 CH20|2

25°C

a (R = éthyl) 51a (25%) 52a (46%)
b (R = propyl) 51b (81%) 52b (41%)
¢ (R = isopropyl) 51c (88%) 52c¢ (26%)

Schéma réactionnel 20 Synthése des dérivés de l'acétophéri@aa 52¢

Leur synthése s’effectue en deux étapes a partsaticylaldéhyde engagé avec un réactif de
Grignard en présence de différents bromures d’alaginésium dans I'éther pour former les
alcools secondaireSla a 51c avec des rendement compris entre 25% et 88%.es
composeés ont ensuite été oxydés par action ded®xie manganese (IV) afin d’obtenir les
cétonesh2aa52cavec des rendements compris entre 26% et 46%. l@s&agents oxydants
ont également été testés pour cette derniére déepejue le périodinane de Dess Martin ou le
chlorochromate de pyridinium (PCC). Mais en rais@spectivement, de leur colt et de leur
toxicité, nous avons privilégié I'utilisation de@Xyde de manganese (1V).

Une fois les dérivés de l'acétophénone synthétiséss avons entrepris la synthése des
intermédiaires chalcones correspondants. Diffésentenditions ont été utilisées telles que
I'utilisation d’hydrure de sodium dans le THF a €50u I'hydroxyde de potassium dans

I'éthanol a 90°C. Malheureusement, aucune des tiondiclassiques n’a permis d’obtenir les
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intermédiaires chalcones souhaités. En effet, @mpnt les produits de départ et de

décomposition ont pu étre observBst{éma réactionnel 2L

Produit de départ + décomposition

Schéma réactionnel 21 Essais de synthése des intermédiaires chalcones.

Nous nous sommes ainsi intéressés a une secoraldeseynthese a partir de la flavandde,

alkylée dans un premier temps puis oxydée afinatelgire aux dérivés souhaitédchéma
rétrosynthétique 4).

(0]
Oxydation
— ®
T
flavanone

Schéma rétrosynthétique 4via la flavanone.

Apres plusieurs essais dans différentes conditiefies que I'utilisation d’hydrure de sodium
dans le DMF a 25°C ou d¥,N-diisopropylamidure de lithium (LDA) dans le THF#3°C,
nous ne sommes pas parvenus a obtenir les déetky@ésasouhaités. En effet, dans chaque

cas, on a pu observer une ouverture de cycle cemdluia un dérivé chalcon&ghéma
réactionnel 22.

1" essai : NaH, THF, 25°C

CHal .
28me essai : LDA, THF, -78°C

Schéma réactionnel 22 Essais d'alkylation de la flavanone.
Suite a cet échec, une nouvelle voie de syntheée dentée. En effet, plusieurs articles

décrivent la synthése de flavon@ésalkylées en position 3 a partir d’ester de bereqar le
biais d’un intermédiaire de type dicétor8eiéma rétrosynthétique R4 420
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o
— % — &R
O O
- oHR 0
Cylisation
O)\©

Schéma rétrosynthétique 5ria un intermédiaire de type dicétone.

La synthese correspondant a cette nouvelle voiecd& est représentée dansSkehéma
réactionnel 23

0 ©)L DMNSaoH O O 2) CH3;COOH
H,SO,
©\)J\/ EtsN ©f‘\/ 25°C 9§°C ¢
OH CH,Cl, OFB
Reflux J

52a (R = éthyl) 53a (40%) 54a (15%)
52b (R = propyl) 53b (52%) 54b (17%)
52c (R = isopropyl) 53c (45 %) 54c (11%)
2'-hydroxypropiophénone (R = méthyl) 53d (94%) 54d (6%)

Schéma réactionnel 23 Synthése des dérivédaa54d.

Les esters de benzod&Baa 53d ont été obtenus par estérification des dérb&sa52cet de

la 2-hydroxypropiophénone commerciale avec le cirde benzoyle, en présence de
triethylamine dans le dichlorométhane avec desamwtts compris entre 40% et 94%. Puis
un réarrangement de Baker-Venkataratttai?® (réaction de condensation de type Claisen)
en présence d’hydrure de sodium dans le DMSO auibadla formation d’'une dicétone
intermédiaire, cyclisée ensuite par action d’a@détique et d’acide sulfurique. Ceci permet
'obtention des flavone€-alkylées54aa 54d souhaitées avec des rendements compris entre
6% et 17%.
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11.5.3. Evaluation biologique des analoguesD-alkylés et C-alkylés en
position 3 de la flavone

1.5.3.1  Evaluation biologique des analogues O-alkylés 505Gd

Les composéS0aa 50d ont été dans un premier temps testés pour leucta@ainduire un
efflux massif de GSH sur les cellules controles BRIKvt et les cellules BHK-21-MRP1,
surexprimant MRP1Tableau 34.

% Efflux net GSH

Référence
5 uM 20 uM
Vérapamil 66,1 96,8
3-Méthoxychrysine 19,1 65,6
50a 13,1 26,6
50b 2,6 31,0
50c 0,0 -0,9
50d 13,6 26,1

Tableau 34: Efflux net de GSH sur les cellules BHK-21. Le edwv de GSH intracellulaire a été déterminé au

sein des cellules sensibles BHK-21 controle etcédiales résistantes BHK-21-MRP1.

A I'exception du composBOc qui ne présente aucun efflux de GSH détecté, desas50a,
50b et 50d présentent des efflux net de GSH de 26 a 30% |a\20soit environ deux a trois
fois inférieurs a la 3-méthoxychrysine et 3 a ffteiieurs au vérapamil. Ainsi les tests de
survie cellulaire n’ont pas été poursuivis pour C@$poses.

En comparant ces résultats a I'efflux net de GSHliinpar la 3-hydroxyflavone (12%), nous
pouvons remarquer une faible augmentation de ueffapportée par Il'alkylation du
groupement hydroxylé. Mais cette amélioration restet de méme modérée. Il aurait

egalement été intéressant d’étudier différentsvdéfd-alkylés en position 3 de la galangine.
1.5.3.2  Evaluation biologique des analogues C-alkylés 54844

Les composéS4aa 54d ont été testés dans un premier temps pour leucita@ainduire un

efflux massif de GSH sur les cellules controles BRIKvt et les cellules BHK-21-MRP1,

surexprimant MRP1 afin de déterminer leur efflux e GSH Tableau 35.
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% Efflux net GSH

Référence
5 uM 20 uM
Vérapamil 66,1 96,8
54a 1,7 0,0
54b 1,2 23,8
54c 15,5 20,7
54d 17,5 24,0

Tableau 35: Efflux net de GSH sur les cellules BHK-21. Le v de GSH intracellulaire a été déterminé au

sein des cellules sensibles BHK-21 contrdle etcédlgles résistantes BHK-21-MRP1.

D’apres les résultats obtenus, le comp®4ée portant un groupement éthyle en position 3 ne
présente aucun efflux de GSH. A 20 uM, les compbdbs 54d présentent des efflux net de
GSH compris entre 21 et 24% soit environ 5 foigiiigurs au vérapamil. Ces composés n’ont

ainsi pas éteé jugés suffisamment actifs pour paldtoé soumis au test de survie cellulaire.

Cette pharmacomodulation ne sera donc pas reteounene la plus intéressante sur les
modulations de la flavone nue en position 3. Uns &ncore, cette pharmacomodulation

pourrait s’averer intéressante sur la galanginedxydée en positions 5 et 7.

1.6. PHARMACOMODULATION 3: INTRODUCTION D'UN
MOTIF FERROCENE

[1.L6.1. Le groupement ferrocéne, pionnier de la chimie

bioorganométallique

Le ferrocene est un complexe organométallique appant a la famille des métallocenes. I
s’agit d'un métal de transition, le fer, de degréxgdation Il associé a deux anions
cyclopentadiényles. La structure du ferrocéne &dodiverte en 1951 par Kealy et Padsbn

et confirmée par Wilkinson en 195%Z.

La ferrocene est un composeé stable et lipophilpelit étre facilement fonctionnalisé, par le
biais de réactions de Friedel-Craft ou de lithiatiDe plus, le ferrocéne est non toxitfiet
stable en milieu physiologique. Pour finir, le texéne présente des propriétés redox grace au
couple redox FEF€" stable. En effet, 'oxydation ou la réduction aélectron est réversible
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et n’entraine pas de variations structuralégure 112. Ainsi les sels ferricénium formeés par
'oxydation du ferrocéne sont stables mais sensiele solution et présentent des activités
antitumorales. En effet, I'état d’'oxydation du*Fserait responsable des effets cytotoxiques.

Fe —_— Fe
<= e <=
Ferrocéne Cation ferricénium

Figure 112: Transfert d’un électron au sein du systemg/Fe**.

Grace a I'ensemble de ses propriétés, le ferrocenstitue ainsi un bioisostere de choix du
groupement phényle en chimie médicinale et nombreart les exemples montrant
I'efficacité de l'introduction de ce groupement rmes d’activité biologique (propriétés
anti-HIV 2% 425 antibactérienné® et antiparasitairé$’ 29, d'élargissement du spectre

thérapeutiquE® et dans le contournement de phénoméne de résistamanédicaments.

Un exemple illustrant les apports du ferrocéndaestrroquinet?’ 428dérivé ferrocénique de
la chloroquine Figure 113. Alors que la chloroquine, antipaludique décotnaans les
années 1930, connait des problemes de résistamrcanalogue ferrocényle, la ferroquine, est
active sur plusieurs souches. La ferroquine esl aictuellement développée par Sanofi et se

trouve en phase Il de tests cliniqd#s.

/
N
\

J\/\/(

HN N~ HN%»
= N Fe

CI/(:ﬁNj C|/©\)Nj@

Chloroquine Ferroquine
Figure 113: Structures de la chloroquine et de la ferroquine.

Les ferrocenes sont également fortement impliquéassdla recherche de nouveaux
anticancéreux. Dans le cas du cancer du sein oh gtar le ferrociféene, I'analogue
ferrocénique du tamoxiféne. Le tamoxifeéglire 114) est utilisé pour traiter les cancers du
sein hormono-dépendant, c’est-a-dire les cancesentupour lesquels le récepteur cestrogene
est présent ([ER(+)]). L'action antiproliférativee da forme hydroxylée du tamoxiféne

('hydroxytamoxifene) provient principalement deeffet anticestrogénique causée par une
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interaction compétitive au récepteur cestrogeneequpéche ainsi la transcription de '’ADN
régulée par I'cestradiol. Malheureusement, certapedisles cancéreuses du sein se révélent
étre résistantes au tamoxifene car elles n’exprimasn le récepteur cestrogene ([ER(-)]) ou
bien car elles ont développé une résistance aucar@ént sur le long terme. L’activité
thérapeutique du tamoxifene et de I'hydroxytamamefeest donc limitée. Au contraire,
I’hydroxyferrocifene, dérivé ferrocénigue de I'hgaytamoxifene posséde également un effet
anticestrogénique envers les cellules cancéreusssidJER(+)] mais un effet cytotoxique
sur les cellules [ER(+)] et [ER(-)], lui conféraaminsi une fenétre thérapeutique trés ldfde.
La cytotoxicité observée pour les dérivés ferrogaaes semble provenir des propriétés redox
du ferrocéne, c’est-a-dire de I'oxydatiam situ du Fé* en Fé" conduisant a la formation
métabolique d’ions ferrocénium toxique&s.

S

Fe
OCH,CH,N(CHs), @ OCH,CH,N(CH3),

Tamoxiféne (R = H) Hydroxyferrociféne
Hydroxytamoxifene (R = OH)

R OH

Figure 114: Structures du tamoxiféne, de I'nydroxytamoxifehee I'hydroxyferrociféne.

Bien d’autres dérivés ferrocéniques, tels que des/és ferrocéniques polyphénoliques ou
des ferrocénes conjuguées a des polymeres, seasenés présenter diverses activités
anticancéreusegg? 43°

La combinaison d’'un motif ferrocene avec des flaidas semble étre ainsi une voie
prometteuse pour la conception et la synthése deveties molécules bioactives. Les
chalcones ferrocéniques présentent dores et d@a akctivités antipaludiques et
antiplasmodique$’ Récemment, I'équipe de Hillard et Jaouen a erigdpr synthése de
chalcones, d’aurones et de flavones ferrocéniqtiesdatudier leurs effets biologiques sur
différentes cibles. Certaines chalcones ferrocé&squossedent des propriétés inhibitrices de
I'enzyme HIV-intégrast® tandis que certaines aurones ferrocéniques se aoérées
présenter des propriétés antibactériennes (activitéa souche MsrA, résistante surexprimant
un transporteur ABC¥°
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Suite a ces travaux et aux nombreuses propriétésrsicene, nous nous sommes également
intéressés a ces dérivés ferrocéniques de flavesodl fait que MRP1 joue un réle dans la
balance redox des cellules, I'ajout d’'un ferrocpaat constituer un apport supplémentaire sur
nos molécules en termes d’efficacité thérapeutitjloels avons donc entrepris la synthese de
dérivés ferrocéniques de chalcones, aurones ebriées Figure 115 afin d’étudier leur
action sur I'efflux de GSH au sein de cellules gpramant MRP1 et leur capacité a induire

ou non une sensibilité collatérale.

O | R1 = R2 = H, OCH3' OH
Ry 7 o)

Chalcones ferrocéniques Aurones ferrocéniques Flavones ferrocéniques

Figure 115: Structures des dérivés ferrocéniques de flavasoédudiés dans le cadre de cette thése.

Il a déja eté démontré lors de travaux antériewrslaboratoire que la présence de
groupements hydroxylés en position 5 et 7 du c¥clie la flavone permettait d'induire un
meilleur efflux de GSH. Nous avons ainsi entrepdesns un premier temps, la synthése des
analogues sans aucune substitution sur le cycpis,dans un second temps la synthése des
analogues méthoxylés puis hydroxylés en positianiuement, en position 7 uniquement, et

simultanément en positions 5 et 7.

[1.6.2. Synthése des dérivés ferrocéniques de flavonoides

11.6.2.1  Synthese des dérivés chalcones ferrocéniques

Quatre analogues de chalcones ferrocéniques oaytiéctisesKigure 116 : la chalcone ne
présentant aucune substitution sur le cycle A (as@p5a), les dérivés mono-méthoxylés en
ortho (composé5sh) et enpara de la fonction carbonyle (compoddbc) et le dérivé

diméthoxylé erortho et para (composé5d).
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0 o o o 0
selllcolNcaliN oo

o> oH> © M © OH Z>

Fe Fe Fe Fe

s5a O ssb Oy PR == 50 O

Figure 116: Structures des dérivés chalcones ferrocéniques.

La synthese de cette premiere série de composée &fféctuée par une réaction de
condensation aldolique entre les acétophénonesspmmndantes commerciales et le ferrocene
carboxaldéhyde, par action de I'hydrure de sodiamsde THF a 25°C. Ces composés ont été
obtenus avec des rendements compris entre 34%e{Rxhéma réactionnel 2

R, O a R, O
NaH 55a (R, = R, = H, 74%)
+ . | 55b (Ry = OCHz R, = H, 72%)
THF 55¢ (R; = H, R, = OCH; 92%)
R OH ! . R H 1= H Ry 3,
2 ;_f‘; 25°C 2 OH Z>  s5d(R)=R,= OCH; 34%)
<« Fe
<

Schéma réactionnel 24 Synthese des dérivés chalcones ferrocéniques.

Alors que le ferrocene carboxaldéhyde est de coumnge-rouge, les dérivés de chalcones
ferrocéniques sont d’'une couleur violette trés prmée, comme il I'est décrit dans la
littérature*3® De plus, la structure de ces composés a été puidipar analyses RMN. En
effet, d’aprés les spectres RMN obtenus, la présence de deux signaux au-delasdepén

et présentant des constantes de couplages compngses 15 et 16 Hz nous confirme la
présence de deux protons vinyliques. De plus, ceistante de couplage nous indique que

I'énone est de configuratida
11.6.2.2  Synthese des dérives aurones ferrocéniques
o] Synthése des analogues aurones méthoxylées

Les aurones synthétisées dans le cadre de cetie étant représentées sur 3ehéma

réactionnel 25 tout comme les conditions synthétiques utilisées.
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0 0 0
| AlLO,
. —
(e} ] CH.ClI, 0

Fe 25°C
§&>7 Fe
56a (75%) <=
R1 O R1 O
e e
| — —
R; OH P)égdg ¢ R ° o
Fe Fe
<= =
55b (R, = OCH3 R, = H) 56b (R; = OCH3 R, = H, 95%)
55¢ (Ry = H, R, = OCHj) 56¢ (R, = H, R, = OCH3 32%)
v v
o o 0 0" o
e e O
+ —
~N ~N
o o] : MeOH o
; Reflux ©
Q Fe
56d (76%) <

Schéma réactionnel 25 Synthése des aurong8a a56d.

Dans un premier temps a été synthétisée |'auromeocinique ne possédant aucune
substitution sur le cycle A (compodsba). Une premiére approche considérée fut une
condensation aldolique entre la benzofurarH}{@ne commerciale et le ferrocene
carboxaldéhyde en présence d’hydroxyde de potasgiams le méthanol a reflux.
Malheureusement ces conditions ne nous ont pasipefobtenir le composé souhaité. Un
second essai dans des conditions plus neutresai@e I'd’'oxyde d’aluminium dans le

dichlorométhane a 25°¢° a permis la synthése de 'aurds@aavec un rendement de 75%.

Pour la synthése des composéb et 56¢ les dérivés benzofuran-3{2-one correspondant
n’étant pas disponibles, nous sommes partis degédéchalcones ferrocéniqubsb et 55¢
correspondants et nous nous sommes inspirés desxracalisés par I'équipe d’Hillard et
Jaouerf*! Les aurones ferrocéniquB6b et 56¢ ont ainsi pu étre obtenues par traitement des
chalcones correspondant®Sb et 55c avec de I'acétate de mercure (II) dans la pyridine
80°C avec des rendements de 95% et 32%.

La 4,6-diméthoxybenzofuran-3-one étant disponible au sein du laboratoire, une

condensation en milieu basique dans les conditicfessiques avec le ferrocene
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carboxaldéhyde a été réalisée et a permis d’obtersomposé6d avec un rendement de
76%.

o] Synthése des analogues aurones hydroxylées

Dans un second temps ont été synthétisés les amalbydroxylés des aurones ferrocéniques.
Plusieurs alternatives ont été testés afin d’'obtees composés. Le compdséa présentant
un groupement hydroxyle en position 4 a été obtpau déméthoxylation de l'aurone
meéthoxylée56b correspondante par action du chlorure d’alumindans le dichlorométhane

a reflux mais avec un faible rendemestliéma réactionnel 2p

o o OH o
g [
(0] _ CH20|2 O o
) Reflux
56b Fe 57a (8%)  Fe
<

Schéma réactionnel 26 Synthése du dérive7apar déméthoxylation de I'auroa®b.

Le rendement obtenu n’étant que de 8%, nous avamdogé d’autres méthodes afin
d’obtenir les aurones ferrocéniques hydroxyléedaiddes. Les benzofuranones hydroxylées
correspondantes étant disponibles commercialermaptcondensation en milieu basique, en
présence d’hydroxyde de potassium dans le métlzareflux a été réalisée avec le ferrocene
carboxaldéhyde afin d’obtenir les dérive&b (hydroxylé en position 6) &7c (hydroxylé en
position 4 et 6) $chéma réactionnel 2). Bien que les rendements obtenus (respectivedent
et 3%) sont inférieurs a celui obtenu précédemmead, réactions nous ont tout de méme

permis d’obtenir une quantité suffisante de comp@®tir les tests biologiques.

57b (R; = H, R, = OH, 4%)
57¢ (R; = OH, R, = OH, 3%)

Schéma réactionnel 27 Synthése des composgab et57cpar condensation basique.
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11.6.2.3  Synthése des dérivés de flavones ferrocéniques

Dans un troisieme temps, nous avons synthétiséri@ sles flavones ferrocéniques, ne
possédant aucune substitution sur le cycle A, gmsiles analogues méthoxylés en position 5
et/ou 7 Figure 117).

o) o) SO o
Cri. JICrie o 1o
> ° o> © >
Fe Fe Fe
58a @ 58b @ 58¢c

Figure 117: Dérivés flavones ferrocéniques étudiés.

Afin de synthétiser ces composés, nous nous sorapm@syes sur la méthode mise au point
par I'équipe d'Hillard et Jaouétt selon laquelle une isomérisation directe a pdttiurones
correspondantes en présence de cyanure de potadansnl’'éthanol a refld&? permet de
conduire aux composeés souhaités. Nous avons daviccetie procédure afin d’obtenir les
dérivés flavones ferrocéniques souhafaa58cavec des rendements compris entre 15% et

57% Schéma réactionnel 28

Ri o R, O
KCN
I - EtOH |
Ry Reflux Rz O >
Fe Fe

<= <=
56a (R1 = R2 =H) 58a (R1 = R2 =H, 57%)
56¢ (R = H, R, = OCH3) 58b (Ry =H, Ry = OCH3 47%)
56d (R =R, = OCHy) 58c (Rq =R, = OCHj 15%)

Schéma réactionnel 28 Synthéese des dérivés flavones ferrocéniques.

Le mécanisme proposé par I'équipe d’'Hillard et dopeur cette réaction est décrit dans le
Schéma réactionnel 29*
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Schéma réactionnel 29 Mécanisme proposé par I'équipe de Hillard et &aguour la synthése de flavones

ferrocéniques a partir d'aurones ferrocénidtes.

Le mécanisme d’isomérisation des aurones en flavast fortement amélioré grace a la
présence du groupement ferrocene. En effet, d’dpsegavaux d’Hillard et Jaouen, on peut
supposer que l'attaque de I'anion cyanure sur kbaree 10 génere une charge négative
instable en cette position adjacente au ferrocéite a une migration de proton. Cet anion
instable se réarrange ensuite par une ouvertuoyae au niveau du phénolate. L'attaque du
phénolate sur le carbone 10 et I'éjection du grongrg cyanure permet d’obtenir la structure
de la flavone.

Néanmoins, nous ne sommes pas parvenus a synthvédisette méthode le composé mono-
méthoxylé en position 5. Ainsi, afin de tenter dmuver une voie de synthese différente, mais
également d’augmenter les rendements de cette, éliffiéeents essais ont été tentés. Dans un
premier temps, nous avons tenté d’optimiser lati@gacen remplagcant le cyanure de
potassium par un analogue, le cyanure de trimélylgls mais sans succés. Nous avons
également utilisé, en plus du cyanure de potassiunmether couronne afin de chélater le
cation K pour exalter la réactivité de I'ion CNMais une fois de plus, nous n'avons observé
aucune réaction. Une autre méthode, décrite égatleper I'équipe d’'Hillard et Jouen,
suggere le traitement d’aurones ferroceniquesabiN-diisopropylamidure de lithium dans
le THF afin de former une ynone intermédidife En effet, la déprotonation du proton
vinylique conduit a la formation d’un anion, fortem déstabilisé par le ferrocéne. Suite a un

rapide réarrangement et une ouverture de cycleolig se forme. Puis le traitement de cet
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intermédiaire avec de I'éthanolate de sodium datisanol a température ambiante conduit a

la formation majoritaire de la flavone ferrocénid@ehéma réactionnel 3

0
N 1) LDA, THF, -78°C 1) NaOEt, E1OH, 25°C
G — G R4
20 2) HCI, H,O 2) HCI, H,0 Z

Schéma réactionnel 30 Voie de synthése des flavones ferrocénigig$a formation d’une ynone

intermédiaire*!

Cependant, une fois de plus, nous ne sommes pasnpara obtenir la flavone. Nous avons
également tenté de transformer directement lesodeac ferrocéniques en flavone, par
I'utilisation de diiode dans le DMSO ou de dioxyde sélénium dans le dioxane mais sans
succes. Il sera ainsi nécessaire pour la suite geajet de trouver d’autres conditions afin de

synthétiser ce composé intéressant et de le t@islegiquement.

11.6.3.  Evaluation biologique des dérivés ferrocéniques déavonoides
L’ensemble des dérivés ferrocéniques a été teste ala premier temps pour leur capacité a
induire un efflux massif de GSH sur les celluleatodles BHK-21wt et les cellules BHK-21-

MRP1, surexprimant MRP1. Les résultats sont résuwaés leTableau 36et sur laFigure
118
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% Efflux net GSH

Référence R R2
5 pM 20 UM
Vérapamil RS / / 66,1 96,8
Ry O 55a H H 2042 76 + 11
6
ol 55b OCHs / 17 +5 31+5
Ry 4 OH
3 55¢ / OCHs 2247 67+6
e
= 55d OCH;  OCHs 2+1 19 +3
56a / / 16 +2 55+ 4
56b OCHs / 52 +7 73+11
R
4 p 56¢c / OCH 7+3 46 + 14
Ry e Jd = 56 OCH;  OCHs 49+0 60 £5
Fe
57a OH / 24+5 53+9
<=
57b / OH 26+8 21+9
57¢ OH OH 9+9 12+7
s f 58a / / 21+5 64 +6
(L]
Ry TN07 s, 58b / OCHs 619 61+4
Fe
<= 58¢ OCHs  OCHs 28 + 11 51+9

Tableau 36: Efflux net de GSH sur les cellules BHK-21. Expédes réalisées en triplicata.

AURONES /" AURONES
/CHALCONES Y ) ) A - (FLAVONES\
100 METHOXYLEES HYDROXYLEES
90
80
— 70
=
=
= 60
(%]
E |
T =0 -
=
%I—i 40 5 pM
- H20puM
20
O : i
f | P F PN & Dl o
> & “ “ “ \J he) he) “ “ < hel &' “ he)
_Q"b@ \ / S, 'k )
2
Composés

Figure 118: Diagramme représentant les efflux net de GSHldesés ferrocéniques testés a 5 (bleue) et 20

UM (orange). Ces résultats sont exprimés en %ldieffet de GSH. Les valeurs représentent la moyerae

déviation standard sur un minimum de trois expé&asrindépendantes.
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A 5 uM, les composés les plus actifs semblent I&teone 56b méthoxylée en position 4
(52%), I'aurone 4,6-diméthoxylégtd (49%) et la flavone 7-méthoxylé8b (61%) avec des
pourcentages d’efflux équivalents au vérapamil.

A 20 puM, les chalconeS5a (76%) et55c (67%), les aurones6a (55%),56b (73%) et56d
(60%) non hydroxylées, I'aurong7a hydroxylée en position 4 (53%) et les flavorksa
(64%),58b (61%) et58c (51%) présentent des efflux nets de GSH prochesupérieurs a
50%.

On remarque clairement que les aurones méthoxglésgntent une activité d’efflux de GSH
plus importante que les aurones hydroxylées. Eat,&6b est 2,1 et 1,4 fois plus actif que
57arespectivement a 5 et a 20 uM. Bien que 3,7 flis pctif que son analogue méthoxylé
56c a 5 uM, le composé hydroxyk/b est 2,2 moins actih 20 uM. Pour finir57¢ un
analogue hydroxylé est 5,3 et 5 fois moins acté 5fpd respectivement a 5 et & 20 pM. Ainsi
on peut conclure que la méthoxylation en & R semble plus favorable pour l'activité
d’efflux de GSH, la stabilité des composés hydrégypouvant étre mise en cause.

On peut ainsi en déduire qu’a 20 uM certains anesghalcones, aurones méthoxylées ou
nues ainsi que les flavones méthoxylées sont dienmsi inducteurs d’efflux de GSH que les
aurones hydroxylées et constituent ainsi des niedlleandidats pour les tests de sensibilité

collatérale.

Sur ces quatorze dérivés, les neufs composés paasam efflux net de GSH supérieur a
50% a 20 uM ont été soumis au test de survie egitubfin d’étudier leur profil de sensibilité

collatérale. La cytotoxicité de ces analogues aetduée grace au test MTT sur les cellules
sensibles (NCI-H69) et les cellules résistantesxquimant MRP1 (H69AR). Les valeurs des

EGCso correspondantes sont rassemblées dahaldkau 37
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s ECso (UM)
Structure Référence R1 R2 RS
NCI-H69 HB69AR
Vérapamil RS / / >100 uM 6,7 >14,8
55a H H e.c. e.c. /
55¢ H OCH;s e.c. e.c. /
56a H H 2,6 23,5 0,1
56b OCHs H 12,5 10,0 1,2
56d OCH;s OCH; 10,4 8,7 1,2
57a OH H 55,0 55,0 1,0
58a H H 3,6 13,6 0,3
58b H OCH3 53,0 7,0 7,6
58c OCHsz  OCHs 54,0 8,7 6,2

Tableau 37: Cytotoxicité des composés sur les cellules H6BARexprimant MRP1 et les cellules controles
NCI-H69. Les valeurs des E§Xconcentration requises pour obtenir 50% de tafieximal) ont été calculées a
partir de courbes doses-réponses. RS est le ragpos€lectivité. Les valeurs représentent la mogeniia

déviation standard sur un minimum de trois expésenindépendantes. e.c. = étude en cours d'évauati

biologique.

D’aprés ces résultats de survie cellulaire, lespmséas8b et 58c sont les seuls a induire une
sensibilité collatérale. En effet, ils présentexgpectivement des ratios sélectifs de 7,6 et 6,2
(Figure 119.

120 120
£ 100 BHK21WT ® 100 e BHK2IWT
5 50 —=—BHK21MRP1 2 —=—BHK21MRP1
T - E o
v E -
% 1 £ 40 ~
20 ~—
T o - 2 2 —_
‘ ' ‘ ' 0 ‘ o : » —m
0 20 G 50 80 100
[58b] 0 20 an a0 20 100
58b] (LM
i [58¢] (uM)

Figure 119: Courbes représentant I'évolution de la survikeledre en fonction de la concentration en compgosé
58b (A) et58c(B) sur les cellules BHK-21wt (contrbles) et BHR-BIRP1 (résistantes).
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Au contraire les composé&éb, 56d et574a intéressants en efflux de GSH, n’'induisent aucune
sensibilité collatérale, présentant des rationsluautle 1 et 1,2. Les composg6a et 58a
guant a eux induisent préférentiellement une melitilaire des cellules contréles et non des
cellules résistantes. Dans ce cas de figure, oposgpque ses composes sont transportés par
MRP1, protégeant ainsi la cellule de leurs effeess études de sensibilité collatérale des

composé$saet55csont actuellement en cours.

Les dérivés de flavones méthoxylés sont ainsi éagsscapables d’induire une sensibilité

collatérale. Le groupement méthoxy sera donc retemune un élément structural important.

11.6.4. Perspectives

Parmi les composés synthétisés, les flavones famigaes méthoxylées semblent étre les
meilleurs candidats, capables d’effluer massivenhemlutathion cellulaire mais également

d’'induire une sensibilité collatérale. L'étude lmgique de ces composés sera donc
poursuivie.

L’étude de différents flavonoides a d'ores et dégntré que la présence d’'un groupement
méthoxy en position 3 de la flavone est tres faviera la sensibilité collatérale. Il sera ainsi

intéressant de synthétiser a l'avenir les analodismsnes ferrocéniques présentant un

groupement méthoxy en positionEddure 120).

Figure 120: Futurs analogues a synthétiser.

Par ailleurs et comme indiqué dans lintroductien a chapitre, nous avons entrepris une
étude approfondie afin de faire la lumiere sur teptiel antioxydant/prooxydant des

composes testés. Une partie du travail a déjeeétisé a I'Université de Geneve dans le cadre
de ma co-tutelle. Les travaux déja réalisés etmsteestent au stade préliminaire et vont se
poursuivre. Ainsi, nous avons jugé trop prématw@senter ces travaux dans ce manuscrit

de thése.
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1. Conclusion du chapitre 3

Ce travail a consisté en la conception, la syntte@skevaluation biologique de nouveaux
modulateurs de la protéine MRP1, inducteurs deilsiéités collatéralevia un efflux massif de
GSH hors des cellules cancéreuses surexprimanbi@impe étudiée. Bien que les modulations
portant sur les dimeres de flavonoides et |la @osid de la flavone n’aient pas conduit a de
résultats concluants, I'introduction d’'un motif fecéne a la place du cycle B de la flavone
semble étre prometteuse et il sera ainsi intéréssan poursuivre |'étude de cette

pharmacomodulation.

De plus, nous avons pu remarquer que certains cedspoapables d’'induire un efflux massif
de GSH, ne conduisaient pas a une sensibilitétéadle. En effet, il semblerait que I'efflux
de GSH soit une condition nécessaire mais nonssufie pour I'induction de mort cellulaire
sélective. Ainsi, nous pouvons supposer l'existeteaifférentes cibles, la premiere étant
MRP1 et conduisant a un efflux massif de GSH, wrglie d’autres cibles, impliquant
d’éventuelles routes variées, conduiraient a lat re@lective par apoptose uniquement si les
cellules sont dépourvues de GSH. L'implication ¢fas voies cellulaires dans l'induction

sélective d’apoptose reste ainsi encore a étudier.

Ma participation a ce projet fait I'objet d’'un aie dans le journalBiochemical

Pharmacology®®
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CHAPITRE 4. SYNTHESE BIOMIMETIQUE DU TRAMADOL

Avant-propos

Suite a la publication en 2013 dans le jouradiewandte Chemie International Editibhde

la découverte du tramadol dans les racines d’'unstebafricain,Nauclea latifolig il était
important pour le laboratoire d’étudier ensuitgitjine naturelle de cette molécule au sein de
la plante. Ainsi, en parallele a mon sujet printige thése s’articulant autour des
transporteurs ABC et du traitement de la chimiatésice, j'ai eu I'opportunité de poursuivre
les travaux entrepris par le Dr. Romain Haudec@eusein du laboratoire et portant sur la
synthése biomimétique du tramadol. Ce travail méanps de m’intéresser a un nouveau
projet, de travailler sur d’autres structures moléces et d’aborder un tout autre aspect, la
synthese biomimétique.

Ce projet fut réalisé en collaboration avec le Richard Robins de I'Université de Nantes, le
Dr. Thierry Lomberget de [lInstitut des Sciencesaihaceutiques et Biologiques de
'Université de Lyon 1 et le Pr. Jean-Luc Wolfendde la Section des Sciences

Pharmaceutiques de I'Université de Genéve.
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. Le tramadol et Nauclea latifolia

[.1. LE TRAMADOL, UTILISATION ET ACTIVITES
BIOLOGIQUES

Le tramadol ou (RS 2R9-2-[(diméthylamino)méthyl]-1-(3-méthoxyphényl)cptiexanol est
un analgésique opioide synthétique, développéraligiment par la compagnie Griinenthal
GmbH dans les années 1970, commercialisé en Alleenag 1977 puis approuvé par la FDA
(Food and Drug Administration) en 1995 pour leténaient de la douleur, modérée a sévere.
Ce composé est commercialisé sous sa forme puaenn@nt sous les marques Contramal®,

Topalgic® ou encore Ixprim® dans lequel il est assau paracétamol.

SN O
G HO., HO
KA N -
. N N
N l @/\ l
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Morphine Codéine (18, 25)-Tramadol (1R, 2R)-Tramadol

Figure 121: Structures de la morphine, de la codéine ainsidps deux énantiomeres de la base libre @& (1
2R9-tramadol.

Concu par simplification moléculaire de la codéetede la morphineHigure 121), le
tramadol possede des activités opioides agonisiés également une action sur les systemes
mono-aminergiques avec inhibition de la recaptwdadnoradrénaline et de la sérotonine.
Cette double activité est responsable de 'effétlanleur du tramadol.

Le tramadol est commercialisé sous la forme dunlange racémique contenant les
énantiomeéeres @&,2R)-(+)-Tramadol et ($29-(-)-Tramadol. Ces deux énantiomeéres
présentent une activité analgésique mais des mécanismes d'action différents.

L’énantiomere (+) dextrogyre agit spécifiguement $s récepteurs opioides p et sur
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linhibition de la recapture de la 5-hydroxytryptaw®. L'énantiomére (-) Iévogyre inhibe
quant a lui la recapture de la noradréndftheout en favorisant sa sécrétion et améliore ainsi
les effets inhibiteurs sur la transmission de lalelor dans la moelle épiniere. L’'action
synergique de ces deux énantioméres permet aiefetl’analgésique attendu par le
tramadol*>-447

Le tramadol est fortement métabolisé dans le fardgocytochrome P450 2D6 conduisant a la
formation de O-déméthyltramadol (M1) et par les cytochromes P2B® et P450 3A4
conduisant a la formation dé-déméthyltramadol (M2). Il est également métabodisérois
métabolites secondaires,Ne N- didéméthyltramadol, I8, N, Gtridéméthyltramadol et I,
O-déméthyltramadol.

L’affinité du tramadol pour le récepteur opioidest tres faible, environ 6000 fois inférieure
a celle de la morphine. Cependant, son métabGhtEméthyltramadol (M1) présente une
affinité pour les récepteurs opioides p environ 268 supérieure a celle du tramadol
parentaft48-4%0

Le tramadol est utilisé par voie orale, parentéoaleectale pour des doses comprises entre 50
et 100 mg. Aprés une administration orale, le tdwhaest rapidement et complétement
absorbé. Les comprimés a libération prolongéedifitidle principe actif sur une période de 12
heures, atteignant la concentration maximale d&diion apres 4,9 heures et présentent une
biodisponibilité de 87-95% en comparaison aux ckgssle tramadol ainsi que I'ensemble de
ses meétabolites sont conjugués a l'acide glucuten@yvant leur excrétion par les reins. La
durée de demi-vie moyenne est d’environ 6 heures.

L'utilisation de tramadol entraine l'apparition dertains effets secondaires tels que des
vertiges, des nausées, de la somnolence, des \en@asts et des céphalées. Contrairement
aux autres opiaces, le tramadol présente un rikgjble de détresse respiratoire aux doses
thérapeutiques. De plus, en raison de sa faibilitéffavec les récepteurs opioides, les risques
de pharmacodépendances sont amoirtefrig>? Le tramadol présente également des effets
antidépresseur8? et est utilisé pour le traitement des troubleschitriques, de I'anxiéf&

et de I'éjaculation précoc&®

1.2. NAUCLEA LATIFOLIA , UNE PLANTE AUX MILLE VERTUS

Nauclea LatifoliaSmith, connu sous le nom de pécher africain, esarbuste de la famille
des rubiacées abondamment répandu dans toutegifriropicale. Il peut pousser jusqu’a
200 metres d'altitude et atteindre 5 metres decaEigure 122.
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Riches en produits phytochimiques tels que dedadittes, des résines, des saponines, des
tannins, des anthraquinones ou encore des flavesoicktte plante est utilisée depuis
longtemps en médecine traditionnelle en Afriquel’Best et de I'Ouest afin de soigner un

grand nombre de pathologies.

Figure 122: Photographie de I'arbuste Nauclea Latifolia achayet de sa fleur a droite.

De nombreuses études biologiquesvitro et in vivo ont été réalisées a partir de multiples
extraits de différentes parties Nauclea latifoliaafin de justifier 'utilisation de cette plante
en médecine traditionnelle, de comprendre ses nstman d’action et d’isoler les principes

actifs responsables de ses activités biologiques.

[.2.1.  Activités antiplasmodiales

Des extraits aqueux d¢auclea latifoliaont été testés sur une souche sensible et unbesouc
résistante a la chloroquine dasmodium falciparumparasite causant le paludisme chez
’lhomme. Les extraits ont été obtenus a partirrdad et des racines de la plante et ont été
testés sous forme d’infusion et de décoction. Lasurs des |6 obtenues, comprises entre
0,6 et 7,5 pg/mL, se sont révélées étre similaireslles observées chez deux autres plantes,
Artemisia annug3,9 ng/mL) etAzadirachta indicg2,35-12,5 pug/mL), largement utilisées en
médecine traditionnelle pour le traitement de ldani& Les 1Go observées sont similaires
pour les extraits infusés et les extraits décoctdsi que pour les deux souches de
Plasmodium falciparungtudiées. Cependant, des différences ont étévazsepour deux lots
de Nauclealatifolia récoltés a deux saisons différentes, I'un en septe juste apres la saison
séche et l'autre en janvier lors de la période éEharesse. Les variations climatiques ainsi

gue la disponibilité de I'eau peuvent expliquerribine de cette différence. En effet, en
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période humide par exemple, les plantes sont capabhbsorber de I'eau afin de pousser
rapidement et d’emmagasiner une quantité plus itapte de principes antiplasmodiaux.
Pour finir, les extraits issus du tronc sembleme gilus actifs que les extraits issus des
racines’®® Cependant, d’autres études ont mis en évidencengufraction des alcaloides
présents dans la plante et responsables de |#ctwitimalariale présenterait des propriétés
génotoxiques et mutagénes bien qu’aucun cas dettoriai été relevé suite a I'utilisation du
Nauclea latifolia*®” En médecine traditionnell®auclea latifoliapeut étre associé a d’autres
plantes dans le traitement des fievres paludiguasco-administration d&lauclea latifolia
avec Artocarpus altilis Murraya koenigii ou encore Enantia chlorantha améliore
significativement l'activité antiplasmodiale pappmrt aux plantes seules, indiquant ainsi un
synergisme de leurs activités respectit?8sAinsi I'association avec d'autres plantes
permettrait de moduler l'activité antipaludique ma&galement la toxicité générée par les

alcaloides d&lauclea latifolia

[.2.2.  Activités anthelminthiques

Plusieurs études sur les nématodes parasitairedéamintré une activité anthelminthique de
Nauclea latifolia La plante sous forme d’extraits 50% aqueux/ 508thanol a démontré une
activité inhibitrice de la glutathion S-transferd&&ST), enzyme dont I'action permettrait de
protéger le parasite d’agents cytotoxiques paraitagjue membranaire des espéeces réactives
de l'oxygéne. La présence de proanthocyanidine$/ppénols au pouvoir antioxydant,
pourrait étre responsable de cette activité araimire?>® L'efficacité anthelminthiquen
vivo de Nauclea latifoliachez des moutons cliniquement infestés par destoéi@s gastro-
intestinaux a été évaluée en mesurant la quanieiifd de nématodes présente dans les
excréments des animaux. Aprés cinq jours de traierma l'aide d’'une dose de 1,6 g/kg
d’extrait deNauclea latifolia le nombre d’ceufs générés a diminué de 93,8%dsaihaniere
équivalente a une dose unique de 5 mg/kg d’albexelaantiparasitaire de référence (94,1%).
La suppression de la production d’ceufs par I'ekgaggere un effet inhibiteur sur la synthése
protéique des parasité®. De plus, les extraits éthanoliques Mauclea latifoliaprésentent
une activité anthelminthique supérieure aux exragueuxs:
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[.2.3. Activités antibactériennes

Des extraits méthanoliques de feuilles et écorcesahc deNauclea latifoliaont démontré
une large zone d’inhibition de la prolifération t&agenne sur des souches Gram positives
telles queStaphylococcus aurey€oncentration minimale inhibitrice (CMI) = 64 pgl) et
Gram négative telles guieseudonomas aerugino$@MI| = 64 pg/mL). De plus, une CMI de

2 pg/mL a été observée contre la lev@andida albicans démontrant ainsi une activité
anticandidalé®® Une nouvelle fois, les extraits éthanoliques prés® des activités
antibactériennes contre un plus large spectre dehes bactériennes (9 souches sur 11) que

les extraits dans I'eau froide (3 souches sur lildans I'eau chaude (aucune soucf).

[.2.4.  Activités hypoglycémique et hypocholestérolémique

Difféerentes parties dé&lauclea latifoliasont prescrites en médecine traditionnelle comme
reméde contre le diabéte. L’'administration d’exgraiqueux des feuilles de la plante (200
mg/kg) permet de réduire de 45% le niveau sangeigldcose chez des rats diabétiques sur
une période de 4 h apres I'administration de latelaLe traitement de rats non diabétiques
dans les mémes conditions ne présente, au contaaicene activité hypoglycémique. Cette
activité est différente pour le glibenclamide, noédient antidiabétique de référence,
entrainant une diminution du niveau sanguin deagacchez les rats diabétiques et chez les
rats saing® Un comportement similaire est observé pour leggstéthanoliques de feuilles
de Nauclea latifolia(400 mg/kg) capables de diminuer le taux de glusasguin de 36,9%
chez les rats diabétiques et de 30,9% chez lemnoatsaux. Les extraits de la plante dans
I'nexane quant a eux ne présentent aucune achiyjpéglycémique® De plus, des extraits
butanoliques du tronc et des racines\aeiclea latifoliase sont avérés étre de bons candidats
pour le traitement du diabéte pendant une grosé&sSertaines plantes, connues pour leurs
propriétés antidiabétiques, sont de bonnes sout@gents antioxydants. C’est le cas des
fruits et des feuilles d&lauclea latifolig présentant des propriétés antioxydantes mise en
evidence lors de différents tests classiques eEléas a la présence de polyphénols, de
flavanols et de flavonof§’ En plus de ses activités hypoglycémiques, desaiextr
meéthanoliques de fruits ddauclea latifoliaprésentent une activité hypocholestérolémique.

En effet, une réduction du cholestérol sanguin3®&25 a 100,76 mg/dL a été observée chez
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des rats nourris avec 40% des fruits de la plamteoeplément alimentaire. La présence de

saponines pourrait expliquer cette activité hypoestérolémiqué®®

[.2.5. Activités neuropharmacologiques

De fortes doses d’extraits aqueux de I'écorce desnes de la plante (50-200 mg/kg)
présentent des propriétés sédatives. En effet, diménution de l'activité motrice a été
observée chez des souris lors du test d'activitéioeospontanée, test permettant de mesurer
le niveau d’excitabilité du systeme nerveux centf@aé plus ces extraits atténuent le
comportement exploratoire indiquant une activitdasige?®® lls sont également capables
d’augmenter la durée du sommeil induit par du game indiquant une activité dépresseur du
systéme nerveux centr&P: 470 Cette activité aurait pour origine une interféeravec la
neurotransmission dopaminergique centrale, due prdaence de saponines, présentes en
abondance dans la plarit.D’autres études ont démontré une activité antelgmur des
ecorces de racines d¢auclea latifoliacomparable a la fluoxétine, agent antidépresseur d
référence, ainsi que des propriétés myorelaxahtes.activités de I'arbuste semblent étre
corrélées a une augmentation de la concentratismédepteurs GABA et/ou a la modulation
des niveaux sérotoninergiques au sein du systémewecentraf’! L'utilisation des racines
deNauclea latifoliadans les traitements de la fievre, de la malded;insomnie, de I'anxiété
et de I'épilepsie peut s’expliquer également parasivités anticonvulsive, antiépileptique et
sédative. De plus, la plante semble posséder ungt@@nxiolytique proche du diazépam a
forte dose, associée a une activité antipyrétt§U€ette derniére activité semble également
étre caractéristique des feuilles auclea latifoliaou elle s’accompagne d’'une activité anti-
inflammatoire. En effet, I'extrait de feuilles, toaomme ['extrait de racines, est capable
d’inhiber 'augmentation d’'un cedéme de pied indhiéz le raf/? Nauclea latifoliaprésente
ainsi un large panel d’activités neuropharmacologigauxquelles viennent s’'ajouter des
propriétés antinociceptives décrites dans le papgr suivant et justifiant ainsi son utilisation

en meédicine traditionnelle en Afrique de I'Ouest.

[.2.6.  Activités antinociceptives

Les décoctions des racines Mauclea latifoliaont démontré des activités antinociceptives
significatives sur différents modéles animaux dtpsss de la douledr® 4"#Nauclea latifolia
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a éteé testé dans un modeéle de douleur toniquesi@tla formaline. Ce test consiste a injecter
une solution diluée de formaline dans la patteemrde la souris, provoquant une réponse
nociceptive en deux phases : une premiere phasegeanique ou aigué (de 0 a 5 minutes) au
cours de laquelle est libérée la substance P masphase intermédiaire d’inhibition active
suivie d’'une seconde phase inflammatoire (15 a Blutes). Le traitement des souris a l'aide
deNauclea latifoliaproduit une tres nette inhibition dose-dépendaat@diouleur induite par

la formaline. L’effet analgésique de I'extrait dedlante a une dose de 160 mg/kg est efficace
lors de la premiére et de la seconde phase (réspeent 60,7% et 64,2% d’inhibition), tout
comme 5 mg/kg de morphine (respectivement 64,8%3¢1% d’inhibition). De plus, un
prétraitement avec la naloxone (2 mg/kg), antagemen spécifique des récepteurs opioides,
inverse complétement I'effet antinociceptif de &cdction déNauclea latifolia.

Le modele de la plaque chaude a également été gépimdele au cours duquel I'animal est
placé sur une plague métallique chauffée brusquemegraduellement. On mesure alors le
temps d’apparition de réponses comportementalebadinal qui se léche, se secoue les
pattes et/ou saute. Les comportements de |échageassociés a une activité réflexe tandis
gue les sauts correspondent a une réponse intagreseau supraspinal. Les décoctions de
Nauclea latifolia(160 mg/kg) protegent la souris de la chaleur pehda temps maximal de
56,1 + 3,9 minutes, 3 heures apres l'injectionalplante. La morphine (5 mg/kg) protege la
souris pendant 62,7 £ 1,9 minutes aprés 4 heures.

Le test de retrait de la queueil-flick tes) est un test au cours duquel la queue de I'animal
est immergée dans de l'eau chaude dont la températwgmente progressivement. On
mesure le temps que met I'animal pour retirer suguCette méthode permet de mesurer un
réflexe nociceptif spinal. 60 minutes apres l'injec de 160 mg/kg d&lauclea latifolig on
peut observer une augmentation du temps de rdgd queue (8,0 + 0,3 minutes), semblable
a 5 mg/kg de morphine (8,1 + 0,5 minutes). Pour,fles souris ont été soumises au test de
contractions abdominales par injection d’acideigaoétau cours duguel est mesuré le nombre
de contractions abdominales et d'étirements duscdrieffet antinociceptif observé fut dose-
dépendant avec un maximum atteint pour 160 mg/kia gante et une protection observée
de 61,7% comparable a la morphine (66,2%)Pour finir, des fractions alcaloides de
Nauclea latifoliase sont révélées présenter des effets antiallqdgnét antihyperalgésique

sur un modéle de douleur neuropathique chez fE¥at.
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1.2.7. Activités antivirales

Des racines dblauclea latifoliase sont révélées présenter une activité antiyirahébant des
souches HSV-2 (Herpes simple virus de type 2) blasset résistantes a I'acyclovir avec des
ICs0 respectivement équivalentes a 5,38 pg/mL et 74/Mmp*’® De plus, les propriétés
antivirales deNauclea latifoliaont été étudiées sur des ceufs d’embryons de patiéests du
virus de la maladie de Newcastle, maladie touchlembiseaux et en particulier les volailles
domestiques. Les extraits des fruits de la plamie toxiques pour des concentrations de 50 et
100 mg/ceufs pour les extraits éthanoliques et 1@@oaufs pour les extraits aqueux.
Cependant, a une concentration de 12,5 mg/ceufexieaits éthanoliques et les extraits
agueux des feuilles de la plante sont capablesluiti@ une réduction virale d’environ 98,4%

et 95% respectivemeft!

[.2.8.  Activités antipyrétiques

Nauclea latifolia fut également utilisé en médecine traditionnelleurp son activité
antipyrétique, c’est-a-dire contre le symptéme adidvre. L’administration de la décoction
de racines d&auclea latifoliaconduit a une altération de la température reateleouris
testées. En effet, alors que les souris contraleguelles a été injectée de I'eau distillée ne
présentent aucun changement de température cdepdes souris tests auxquelles ont été
injectées des doses de 80 et 160 mg/kg de la plaésentent une diminution de leur
température corporelle 1 heure, 2 heures et 3 sayes I'administration. Apres 24 heures,
les températures reprennent une valeur normale.tedh antipyrétigue a également été
entrepris, consistant a induire une fievre parcinge d’'une suspension de levure de biére (20
mg/kg) sous-cutanée au niveau de la nuque. 18 hiapres I'injection de la levure, les souris
sont traitées avec une décoction de racineblaleclea latifoliaet les températures rectales
sont prélevées 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 et 6 heures djdministration de la plante. Les données
obtenues ont révélé que 160 mg/kg de la décoctmiNaliclea latifolia permettent une
réduction significative de la température corperéllheure apres I'administration de la plante.
Si 'on compare l'effet de la plante (160 kg/mg)eavle composé de référence, l'acide
acétylsalicylique, on observe respectivement unerdition de la fievre au bout d’1 heure de
0,8 °C et de 0,5 °¢’3. 474
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1.3. COMPOSES EXTRAITS DE NAUCLEA LATIFOLIA

Du fait de son utilisation en médecine traditiommehinsi que ses différentes activités
biologiques, Nauclea latifolia représente une source naturelle de substances
pharmacologiques actives. En effet, diverses aaalpbytochimiques ont détecté la présence
en fortes concentrations de saponines, d'alcalpidiesarbohydrates, de tannins, de résines
mais également d’anthraquinones, de flavonoidesiédgées de la quinone, de glycosides et
de phénols. En 1975 ont été isolés de I'écorcead@adine plusieurs alcaloides de structure
indoloquinolizidine. Parmi eux, deux sont identig@el’angustine et a 'angustoline puis deux

nouveaux composeés ont été isolés : la naucléfiteereuclétineKigure 123.478

0 Angustine, R = CH=CH,
A N N Angustoline, R = CHOHMe
\_ "N Naucléfine, R=H

Nauclétine, R = (CO)Me

Figure 123: Structures de 'angustine, de l'angustoline adealucléfine et de la nauclétine, isolés a paetir d

I'écorce de la racine d¥auclea latifolia

En 2003, cing nouveaux composés issus de la mémikkefgont isolés et caractérisés au sein
de I'écorce et du bois dNauclea latifolig les naucléamides A a E, ainsi que d’autres
alcaloides indoloquinolizidines tels que la stsetmide, la 10-hydroxystrictosamide et la
tétrahydrodésoxycordifoline. Ces naucléamides pauderiver biosynthétiquement de la

strictosamide, par une ouverture réductrice etsioulante du cycle BRigure 124.47°
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0]
N
N W
N
; /
Naucléamide A (H;4 o) Naucléamide C Naucléamide D Naucléamide E

Naucléamide B (H4 B)

R’

Strictosamide, R' = H Tétrahydrodésoxycordifoline
10-Hydroxystrictosamide, R' = OH

Figure 124: Structures des naucléamides A a E, de la staotake, de la 10-hydroxystrictosamide et de la

tétrahydrodésoxycordifoline, isolés de I'écorcdiebois deNauclea latifolia

La méme année sont isolés un nouvel alcaloidealgléfolinine ainsi que cing composés
triterpénoiques :  l'acide rotundique, lacides-L-rhamnoquinovique, le ®-B-D-
glucopyranosyB-sitostérol, le squaléne et le  sitostérdD3®’-stéaroylf-D-
glucopyranosidé®® En 2009 est isolé un nouvel alcaloide indoloqumdihe, le naucléamide
F (Figure 125.48%
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<" XcH,0H
Naucléfolinine Acide rotundique Acide o-L-rthamnoquinovique
R" = Rhamnose
.
HO o (@)
3-0-B-D-glucopyranosyl- B-sitostérol, R = H Squaléne

Sitostérol-3-0-6'-stéaroyl- B-D-glucopyranoside, R = CO(CH,);(CHj;

Figure 125: Structures de la naucléamide F, de la naucléf@iainsi que de I'acide rotundique, de I'acide-
rhamnoquinovique, du @-B-D-glucopyranosyB-sitostérol, du squaléne et du sitostérdD-&'-stéaroylf-D-

glucopyranoside.

Pour finir, en 2013 sont isolés a partir des etdraiéthanoliques des racines et du tronc de
Nauclea latifolia cing nouveaux alcaloides indoliques, les latifoid@s A a E avec un

alcaloide connu, 'angustoline présenté précéder(Ragure 126).482

Latifoliamide D Latifoliamide E

Figure 126: Structures des latifoliamides A a E isolés aipdds extraits méthanoliques des racines et dictro

deNauclea latifolia
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[.4. DECOUVERTE ET EXTRACTION DU TRAMADOL

Guidée par son activité antinociceptfié, *’° I'extraction d’un extrait brut de I'écorce de
Nauclea latifoliaa conduit a I'isolement en 2011 au sein de nab®ratoire d'un composé
alcaloide, identifié comme étant le tramadol ersioer racémiqué® Il s’agit du troisieme cas
reporté de I'occurrence d’'un composé medicamenthsyigue au sein de sources naturelles.
On peut citer les benzodiazépines, isolés de plantdaibles concentratioff$ 484 et le
fluorouracile, un agent anticancéreux, obtenu &irpde I'éponge marin®hakellia fusca®®
Cependant, il s'agit du premier cas de découvenaedoccurrence naturelle d’'un produit

d’origine purement synthétique a de si fortes catre¢ions.

1.4.1. Isolement du tramadol au sein de I'extrait de I'écce de Nauclea
latifolia

Afin d’identifier ses substances actives, I'extraéthanolique d’écorce d¢auclea latifoliaa

été soumis a un fractionnement HPLC, par l'interiaiéel d’'une colonne en phase invetée.
Les fractions issues de cette séparation ont étéete pour leur activité antinociceptive. Les
résultats révélent une bioactivité au sein degdifmas 25 a 29, avec un maximum atteint au
sein de la fraction 27. L'analyse de cette fractmam spectrométrie de masse-€électrospray-
temps de vol (MS-ESI-TOF) a conduit & une mass26del972. A partir de ces données a été
déduite la composition élémentaire de ce compos#m étant GH26NO», correspondant a
cing insaturations. L’analyse RMN 1H présente quatotons aromatiques avec un benzéne
cyclique 1,3-disubstitué. La présence d’'un groupgmeéthoxylé relié au cycle benzénique
est déduite par la présence d'un signal a 3,77 gpome intégration de trois protons. La
présence d’'un groupe complexe de signaux entreet,3%5 ppm suggére la présence d’'une
chaine héxyle cyclique. Les analyses RME et DEPT révélent la présence de trois carbones
quaternaires. A partir des spectres RMN 1D et 2Dcdrbone quaternaire de déplacement
chimique 75,68 ppm est attribué a un carbone r@lign atome d’oxygéne. Suite a ces
déductions, la structure est assignée au compogéim2thylaminométhyl)-1-(3-

méthoxyphényl)cyclohexandFigure 127).44
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Figure 127: Spectres RMNH de I'extrait purifié provenant de I'’écorce Nauclea latifolia(A) et de la base

libre du tramadol commercial (B).

Ce composé a été recristallisé sous sa forme gllmate dans I'acétonitrile. L'analyse par
diffraction des rayons X confirme la structure psge et permet la détermination de la
stéréochimie des deux centres chirdeigre 128).

Figure 128: Structure cristallographique obtenue par diffiatdes rayons X de la forme chlorhydrate de ce

composé. L'atome de chlore est en violet, I'atoriaeate en bleu et les atomes d’oxygéne en rouge.
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Le composé obtenu ne présente pas d’activité opfiggdiquant ainsi le mélange racémique

du (IR, 2R)-tramadol et ($, 29-tramadol.

1.4.2. Confirmation de la présence du tramadol au sein déNauclea

latifolia

Afin de confirmer la structure du composé obtenlagirésence des deux énantiomeres, une
analyse HPLC sur colonne chirale a été réalisée pwar référence chague énantiomére du
tramadol commercial, obtenu par séparation chimigugartir du racémique. Les résultats
obtenus indiquent un méme profil d’élution du cosépdsolé que celui présenté par le

tramadol synthétiqud={gure 129).
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Figure 129: A) Analyse HPLC de chaque énantiomére obtenurtir pla mélange racémique du tramadol
commercial. B) Analyse HPLC du tramadol commerdglAnalyse HPLC du composé isolé de I'extrait

d’écorce deNauclea latifolia
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Le caractere racémique de ce mélange est présedépdandamment de la procédure
d’extraction et du solvant utilisé et n’est pasdsultat d’'un processus de racémisation ayant
lieu lors de I'extraction. Cette découverte a etkdée au sein de trois laboratoires différents,
sur trois échantillons différents collectés enatightes périodes de 'année. Tous confirment
la présence de tramadol au sein de I'écorcblaléclea latifolia.Cependant, le tramadol n’a
pas été détecté dans d’autres parties supériearaspdante telles que les feuilles, le tronc ou
les branches. La présence d'un azote basique au deila structure confére les
caractéristiques alcaloidales. En plus du tramddgdrésence d’autres alcaloides déja décrit
au sein de Nauclea latifolia ont été identifies dans cet extrait: la
déméthoxycarbonylnaucléchine, la naucléfine, lacammsamide et la naucléamide E. Afin
d’exclure le risque d’'une contamination de I'écopae du tramadol synthétique, un extrait
issu de lintérieur de I'écorce a été analysé etptasence de tramadol aux mémes
concentrations a été confirmée. Pour finir la qwénte tramadol au sein de lextrait
éthanolique d’écorce dMauclea latifoliaa été déterminée par RMN et évalué a 3,9% en
masse soit une concentration de 0,4% en massénatieskécorce séchéé?

Suite a cette découverte, nous avons entreprism@rendre I'origine du tramadol au sein de
Nauclea latifolia En particulier, nous avons émis I'hypothése gqu&dmadol serait produit
par la plante elle-méme. Nous avons ainsi entrefais ce projet la synthése biomimétique
du tramadol. Cette étude fut débutée par le Dr. &ordaudecoeur lors de sa thése au sein du
Département de Pharmacochimie Moléculaire de Gieneb poursuivit lors des travaux

présentés dans cette these.
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1. Travaux personnels : synthese biomimétique du

tramadol

I.1. OBJECTIFS DES TRAVAUX PERSONNELS

Afin d’étudier I'origine du tramadol au sein dep&nteNauclea latifolig nous avons émis

dans un premier temps I'hypothése d’'une voie deymithése du tramadol sur la base de
données issue de la littérature. Puis, dans umdeemps, nous avons validé certaines étapes
clés critiques de cette biosynthese par le biaissylgheses biomimétiques réalisées au

laboratoire, afin de vérifier si ces étapes pouviaiére réalisées sans catalyse enzymatique.
11.2. VOIE BIOSYNTHETIQUE PROPOSEE

Certaines parties de la structure du tramadol éja dté caractérisées au sein de différents
produits naturels. Par exemple, le groupenigni-diméthyle apparait au sein de nombreux
alcaloides et des structures possédant un groupefenN-diméthyl-2-aminométhyl-
cyclohexane sont connu&$. De nombreux produits naturels phénoliqgues conéehn
€galement un groupememtaméthoxy, tels que I'acide férulique, la vanillides stilbenes

et les aurone®’

Nous proposons ainsi la biosynthése du tramadohw#tant constituée de deux étapes clés.
La premiere étape est la condensation de la fanétol de la 3-méthoxyacétophén&®esur
I'aldéhyde du 5-diméthylaminopentarf. La seconde étape clé est la réaction de cydisati
finale s’effectuant par une réaction d’aldolisatiemtre une énamine issue de I'iminiuG4
formé avec le carbone du groupement phényle permettant ainsi d’'obtentrdmadol, étape

au cours de laquelle la racémisation a l@chgma réactionnel 3)1488
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Schéma réactionnel 31Biosynthése proposée du tramadol.

Une étude bibliographique approfondie a permisddtiiése de cette voie biosynthétique du

tramadol a partir des intermédiaie%et 60.

[1.2.1. Voie de biosynthése de l'intermédiaire 59

Les acétophénones, telles que l'intermédi&f@et son précurseur la 3-hydroxyacétophénone
sont fréequemment rencontrées chez les bactérikes @lantes tels que les racinesUtéica
dioica™® ou les huiles essentielles @ideritis italica (Miller) Greuter et Burdéf® ou
biosynthétisées par certaines plantes afin de@éger de certains champigndisDe plus,

un alcaloide possédant un groupement 3-méthoxypdédgrivant probablement de la 3-

méthoxyacétophénone, a été identifié au seinatelia siphilitica*®?

Deux voies biosynthétiques peuvent étre a l'origiltesquelette de I'acétophénone. D’une
part, les acétophénones peuvent provenir du mésaimide la_-phénylalanine, acide aminé
dérivant de l'acide shikimique. Grace a la phémylale ammonia lyase (PAL), lI'acide
cinnamique est formé puis une successiorp-@eaydations conduit au motif acétophénone
(Figure 130. Ceci est décrit chez le champignBjerkandera adustd® et chez la plante

Camellia sinensi&®*

251



CHAPITRE 4. SYNTHESE BIOMIMETIQUE DU TRAMADOL

Oy OH O OH O OH Oy OH
PAL €0,

L-Phénylalanine Acide f-cinnamic Acide B-hydroxy- Acide B-oxophényl- ~ Acetophenone
phénylpropionique propionique

-Oxydations

Figure 130: Hypothése de biosynthése d’acétophénone a partaL-phénylalanine dans le champignon

Bjerkandera adustd® (PAL = Phénylalanine ammonia lyase).

Les acétophénones peuvent également dériver dioyeGoA via des enzymes végétaies
et la production de la-3-hydroxyphénylalanine décrit daRsstuca rubra® implique le role
de I'enzyme phénylalanine 3-hydroxylase. Pour firdir partir de I'oxydation en 3, une
méthylation par le biais de I'enzyme S-adénosylmé@ihe (SAM) méthyl transférase comme
donneur de groupement méthyle permet d’introduiregroupement 3-méthoxy puis ufie

oxydatiorf®® conduit a la formation de l'intermédiais® (Figure 131).

SAM methyl transferase
B-oxydation (I)

HO
CO,H CO,H o
NH, NH,
L-phénylalanine 3-hydroxyphénylalanine 59

Figure 131: Hypothése de biosynthese de l'intermédiage

Une route biosynthétique alternative peut étre eédgaht envisagée a partir d’acétyl-CoA,
comme il 'a été démontré darknipholia pumilal®’ Cependant, pour cette derniére
hypothése, uniquement les motifs 2-hydroxyacétophénet/ou 4-hydroxyacétophénone
peuvent étre obtenus. Ceci est ainsi incompatize & présence d’'un groupement méthoxy
en position 3, tel que le présente le tramadolpDe, des données supplémentaires, se basant
sur la répartition non statistique des isotopesdewau cours de la biosynthése de produits
naturels tendent a confirmer l'improbabilité derigpne de l'acétophénone via l'acetyl-
CoA %8
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[1.2.2.  Voie de biosynthése de l'intermédiaire 60

Contenant une amine basique, le tramadol peucktssé dans la famille des alcaloides, pour
lesquels la biosynthése implique régulierementwplasieurs précurseurs acides aminés, tels

gue laL-lysine, laL-arginine, laL-tyrosine, laL-phénylalanine ou le-tryptophane.

L’intermédiaire 60 semble ainsi dériver de la L-lysine, classiguemdétarboxylée en
cadavérine (1,5-diaminopentane) par la lysine déoatdase dans une premiere étape. Puis
une seconde étape de désamination oxydante paméaoxydase a cuivre conduit a la
formation du motif 5-aminopentanaFigure 132. Ces deux étapes sont communes a la

biosynthése de plusieurs classes d’alcalcitfes.

HaN A~ ~_ NH, O, _H HO__
HZN\/\/\_/NHZ HoN _~_~_NH; L :
CoH DO NS G“j
L-Lysine Cadavérine Motif (-)-Lupinine
S-iminopentanal
O, _H
HZN\/\/\_/NHZ HoN _~_ ~_NH;
CoH oo /él o —
L-Lysine Cadavérine |
PN
Tramadol

Figure 132: Voie de biosynthése de la (-)-lupinine, un alédoquinolizidinique connu et voie de biosynthese

proposé pour I'intermédiair@Q.

Pour finir, le 5-aminopentanal subit uNe N-diméthylation catalysée par des SAM méthyles
transférase$? suivie d’'une désamination oxydante catalysée pardiamine oxydase afin de
former leN,N-diméthyliminopentanab0. Des analogues de structures semblab&&ant été
largement étudiés et proposés comme intermédieiéssde la biosynthése d’alcaloides tels
que la (-)-lupining€?t

Ayant établi une premiere proposition plausiblevdee de biosynthése pour le tramadol, un
second objectif a été de vérifier si cette casdaidsynthétique pouvait étre réalisée sans
catalyse enzymatique au laboratoire. Nous nous ssmparticulierement intéressés a la

synthése du composé5, possible via la synthése d'un intermédiaire de, 7-(1-
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meéthoxyphényl)-7-oxoheptanal (compo®®. Puis nous avons realisé la derniere étape de
cyclisation de65 en tramadol afin de conforter notre hypothése tesynthése et de

comprendre les mécanismes mis en jeu.

[1.2.3. Synthése de [lintermédiaire clé, le 7-(1-méthoxypmél)-7-
oxoheptanal 69

Un travail réalisé antérieurement par le Dr. Haogec au laboratoire a permis la synthése,
avec de hauts rendements, du 7-(1-méthoxyphéngReheptanab9 (Schéma réactionnel
32).

n-BulLi
_0 Cycloheptanone _0 OsO4 NMo O NaIO4
THF CH.,Cl, THF, H,0 THF, H,0
Br -78°C 25°C 25°C OH 25°C

66 (92%) 67 (95%) 68 (94%) 69 (84%)

Schéma réactionnel 32 Préparation de l'intermédiaire @&&.

Une premiere étape consiste en la lithiation du éBhAmxybromobenzéne avec du
butyllithium dans le THF & -78°C. Le lithien fornm situ est alors mis en réaction avec la
cycloheptanone a -78°C afin de former l'alcool iteré désiré 66. Cet alcool est ensuite
engagé dans une étape de déshydratation par atgidiacide trifluoroacétique dans le
dichlorométhane afin de former I'alce®g. L'oxydation de67 est réalisée a l'aide d'une
guantité catalytique de tétroxyde d’'osmium et daxtes d’oxyde déN-méthylmorpholine
(NMO) afin d’obtenir le diol68 avec un rendement de 94%. La derniere étape temsisine
coupure oxydante du di@B par le périodate de sodium afin d’obtenir I'inté&dliaire clé69

avec un rendement de 84%.

[1.2.4.  Cyclisation de l'intermédiaire 69 et obtention du tamadol

Il est nécessaire ensuite de convertir I'intermiéeli®9 en iminium64 par un traitement avec
la diméthylamine. Cet intermédiai®} a été isolé et caractérisé mais sa conversion en
tramadol a conduit a un mélange complexe de comsposg identifies. En paralléle, nous

avons tenté de convertir directemé8ten tramadol sans isoler I'iminiuB¥ et son isomeére
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énamineb5 par traitement dé9 avec la base libre de la diméthylamine suivie d'téduction

in situavec du cyanoborohydrure de sodiuel{éma réactionnel 38
Remarque : le borohydrure de sodium a égalemenut#iéé comme agent réducteur a la

place du cyanoborohydrure de sodium. Les deux ceéspa@onduisent a des résultats

identiques.

0 0O _0 _0 7
HNMe,
o —— o = o —— HO ®
® M
~o THF S = N'Me \N'Me
Me Me Me
70 ]

69 64 65

NaBH3CN (10%) ou

NaBH4
O 0
HOG HOG
-Me : K
N ,‘\\N,Me
Me Me

(1R, 2R)-Tramadol (1R, 2S)-Tramadol

Schéma réactionnel 33 Etapes de conversion @6 en tramadol.

La formation de tramadol résulte ainsi de I'énan@bgissue de I'isomérisation de I'iminium
64, subissant une addition intramoléculaire sur lbaayle afin de former I'iminiun¥0, qui a

la suite de la réduction, conduit au tramadol. @Geanisme s’inspire de la réaction de Hajos-
Parrish-Eder-Sauer-Wiechert (6-enolexo), réactiafddlisation catalysée par laproline>%?

En effet, sur des dérivés dicarbonylés, la prolieaduit a la formation sélective d'une
énamine sur I'un des carbonyles. |l s’ensuit uriagate nucléophile intramoléculaire sur le
second groupement carbonyle puis I'élimination’deghnocatalyseur par hydrolyse afin de
conduire a l'aldol ou au cétol correspondant. Diansas du tramadol, la diméthylamine joue
le rble d'organocatalyseur, mais en quantité stope@irigue afin de pouvoir réduire
iminium formé in situ par des conditions classiques. L’aldolisation oogatalysée et
'amination réductrice de l'aldéhyde peuvent saefainsi en méme temps. Des réactions
analogues décrivant la réalisation d’'une aldolisat partir d’'une énamine généiiéesituy,
directement suivie d’'une réduction de I'iminiumrfté en présence de trichlorosilane et d’'une

base de Lewis ont été récemment décrités.
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Des analyses préliminaires par HPLC nous ont pednisonfirmer la formation du Rl 2R)-
tramadol et de son diastéréoisomere, R, @S)-tramadol au sein de nos bruts réactionnels.
Puis une purification par UHPLC-TOF-MS et des asetyRMN nous ont permis d’isoler le

tramadol et de caractériser les isomeres ainsiegueomposés secondaires formes.

11.3. CARACTERISATION DU TRAMADOL AU SEIN DU BRUT
REACTIONNEL ET ANALOGUES FORMES

Dans un premier temps, les bruts réactionnels dihgge ont été soumis aux analyses HPLC
et RMN afin de détecter la présence ou non du tdaauis une fois la présence de tramadol
confirmée, une purification par HPLC préparativaisi@ permis d’isoler le tramadol et de
déterminer les isoméres formes.

Les analyses par HPLC ont été réalisées au selieglépe du Dr. Thierry Lomberget de
I'Institut des Sciences Pharmaceutiques et Biologggde I'Université de Lyon 1 tandis que
les analyses RMN ont été effectuées par I'équipeDduEmerson Ferreira Queiroz de la
Section des Sciences Pharmaceutiques de I'UnigaisilGenéve.

11.3.1. Détection du tramadol au sein des bruts réactionnsl|

Les analyses LCMS préliminaires (0,5 mg/mL dansndétange eau/acétonitrile 1/1) ont dans
un premier temps démontré la présence de deux @@spuajoritaires, le produit de départ
(262,2 [M+HT) et le tramadol (264,2 [M+H]).

Puis, deux échantillons, A et B, issus de diff&sdmtuts réactionnels ont été analysés par
HPLC sur phase chirale AD-H au sein d’'un mélangprigpanol/heptane.

Le profil HPLC de I'échantillon A présente deux pide faible intensité a 6,365 et 8,867
minutes pouvant correspondre alRfl 2RS-tramadol sous forme racémique. Ceci fut
confirmé par comparaison avec I'analyse HPLC dbdse libre du mélange racémique du
(1RS 2R9-tramadol. Ce profil présente également deux gecplus forte intensité a 6,693 et
6,873 minutes pouvant correspondre au meélange rquérdu (RS 2SR-tramadol. Le profil

de I'échantillon B ne présente quant a lui que deigs a 6,695 et 6,874 minutes, pouvant
correspondre ainsi au mélange racémique RS(BSR-tramadol. Le pic restant a 7,80
minutes semble vraisemblablement correspondre adufir de départ avant cyclisation
(Figure 133.
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A)
DAD1F, Sig=270,4 Ref=360,100 (RECHERCHE\TRAMADOL JANVIER 2014ROUTINE 2014-01-21 11-16-19\180-1001.0)
mAU t"o
% (1R, 2R)-tramadol
20 (1S, 2S)-tramadol
25 E
20
15 |
|
10
3
0
2 2 4 6 8 10 - min
B)
| DAD1 F, Sig=270,4 Ref=380,100 (RECHERCHE\TRAMADOL JANVIER 2014\ROUTINE 2014-01-21 11-16-19\1BB-0301.D) ]
mAU - $ Produit de départ
60 - ~
50
40 (1RS, 2SR)-tramadol
30 - gg
20 P (1S, 2S)-tramadol
] n (] M~
10 (1R, 2R)-tramadof & S
1 © M~ «©
0 ] - - !
-10 | ) ‘ | ; ‘ ‘ . | ) . . —
0 2 4 6 8 10 min
C)
' ~ DADT F, Sig=270 4 Ref=360,100 (RECHERCHE\TRAMADOL JANVIER 2014\ROUTINE 2014-01-21 11-16-19\1BC-0507.D) —
mAU =
{ @ Produit de départ
40
5. (1RS, 2SR-tramado
2| o
| 20 - 3%
il [(e e} |
10- :
0
A e - Rl o
0 2 4 i 6 8 10 min

Figure 133: Profils HPLC des échantillons A et B, bruts isdada réaction entre le comp®&®et la
diméthylamine suivie de la réduction par le cyamohgdrure de sodium ou le borohydrure de sodiuns d&an
méthanol. A) Profil HPLC de la base libre du mékgmmercial du @S 2RS-tramadol racémique. B) Profil

HPLC de I'échantillon A. C) Profil HPLC de I'échaltdn B.

De plus, l'analyse des bruts réactionnels par RM#dv&lé la présence, en plus du tramadol,
de sa forme ouverfgl ainsi que de deux nouveaux composés, mis en é@ader UPHPLC-
TOF-MS et RMN!H. Ces deux composés sont la cétarfinsaturéer2 et 'aminocéton&3

(Figure 134).
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71 72 73
Figure 134: Produits secondaires isolés du brut réactioroislde la formation du tramadol.

L’amino-alcool 71 est probablement formé par double réduction dupos®65. La cétone
a,pB-insaturéer2 peut étre formée par aldolisation intramoléculduecompos&9 en présence
de diméthylamine basique. L'aminocéto@ se forme via une réaction de Mannich
intramoléculaire impliquant I'énolisation de la fidion cétone de l'intermédiairé4. Les

analyses des composéaet 73 se trouvent en annexe VI.
[1.3.2.  Purification et caractérisation du tramadol formé

A Tissue d’une purification par HPLC semi-prépavrat® des bruts réactionnels issus de la
cyclisation de69 en présence de diméthylamine puis de la réactien & cyanoborohydrure
de sodium ou du borohydrure de sodium, 13 fractmmtsété isolées et analysées par RMN

H. Les résultats obtenus démontrent que ces frectiontiennent du tramaddligure 135).

A) 5 /4‘\ ./O\ 7
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Figure 135: A) Structure annotée du tramadol. B) Analyses RiMbtenues dans le méthanol deutéré pour

les 13 fractions isolées par HPLC préparative sslign brut réactionnel. La lettre A verte correspau signal

du composé A et la lettre B bleue correspond awssidu composé B.

Dans un premier temps, en observant les signawsept® entre 6,7 et 6,9 ppm au sein des
fractions 3, 4 et 5, nous pouvons remarquer lagmes de deux composeés différents, nommeés
par défaut A et B. Ainsi, les fractions let 2 sesnmblcontenir uniguement le composé A, les
fractions 3 a 5 le mélange des composés A et Buatfinir les fractions 6 a 11 le composé B
(Figure 135. Ce signal correspondant au proton 4’ chez madol commercial, nous avons
supposeé que les composés A et B pouvaient corrdepaux deux diastéréoisomeres du
tramadol. Afin de vérifier cette hypothese, lescspgss RMN COSY, HSQC et HMBC ont été
réalisés sur les fractions 2 et 6 propres contenespectivement les composés A et B.
L’ensemble de ces analyses, dont les spectresweetit en annexe VII, confirment en effet
gue les composés A et B sont des isoméres du tmbes analyses RMN NOESY,
permettant de déterminer certaines interactionsaduge proximité spatiale, ont permis de les
identifier (Figure 136).
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Figure 136: Spectres RMNH et NOESY des composés A (spectres A) et B (spe@&]) issus respectivement
des fractions 2 et 6.
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Les différences spatiales existantes entre les dsuxéres sont les positions axiales ou
équatoriales du groupemeit, N-diméthylaminométhyle et du proton 2 portés par le
cyclohexane. Sur le spectre NOESY de la fractioffFigure 136A), on peut observer un
signal de corrélation entre le proton 2 et le pnoBoaxial ainsi qu’un signal de corrélation
entre le proton 7a et le proton 6 axial indiquamisia que le groupemeniN, N
diméthylaminométhyle se trouve en position axiBle.plus, le proton 6 axial correle avec le
proton 6’ du cycle aromatique induisant ainsi urssition équatoriale pour le cycle 3-
meéthoxyphényle. De ces données, nous pouvonsainslure que I'isomere présent dans la
fraction 2 est I'isomére &, 25)-tramadol.

Concernant la fraction 6, nous pouvons observelesgpectre NOESYHigure 136B) une
corrélation entre le proton 7a et le proton 3 adalsi que des corrélations entre le proton 2 et
les protons 4 axial et 6 axial. Ces données indijugue le groupementN, N
diméthylaminométhyle se trouve en position équateriPour finir, une corrélation identique
a la fraction 2 entre le proton 6 axial et le pro6 du cycle aromatique indique que le cycle
3-méthoxyphényle se situe toujours en position tgisze. Nous pouvons ainsi conclure que
lisomeére présent dans la fraction 6 est I'isom@f 2R)-tramadol.

Le tramadol formé s’est donc révélé étre un mélale@0% de I'isomere R, 2R)-tramadol

et 30% de l'isomere R, 29-tramadol. Le compos@0 a été converti en tramadol avec un
rendement de 10%.

Bien que l'ensemble des spectres RMN des fractions 1 a 13Figure 139 pris
individuellement tendent vers I'hypothese que aestions contiennent du tramadol, nous
observons un décalage au niveau des déplacementjobs. En effet ces spectres ne sont
pas superposables. Cette différence peut s’expligareune variation du pH. En effet, lorsque
les analyses RMNH des 13 fractions précédentes ont été réalisées ufee solution tampon
phosphate a un pH connu, le décalage des déplatert@miques disparait et les spectres

deviennent superposablésdqure 137)
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Figure 137: A) Analyses RMNH obtenues dans le méthanol deutéré pour les &8dna dans un tampon

phosphate. B) Superposition des pics aromatiques(ér80 et 7,50 ppm) des 13 fractions.
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1. Conclusion du chapitre 4

A partir d’une large recherche bibliographique eidgs par la répartition non statistique des
atomes lourds tels qUéC ou 'O (travaux publiés par nos collaborateurs au seijodrnal
PNAS,*® nous sommes parvenus a proposer une synthésentioie du tramadol. Bien
gue le rendement de conversion/@®en tramadol soit faible (10%), nous avons pu dérson
gu'un intermédiaire clé de la synthése hypothétiguetramadol pouvait étre obtenu et
converti par le biais de transformations en cascatletramadol, et ceci sans processus
enzymatiques généralement utilisés par les plakte®ffet, I'étape clé de cyclisation de cet
intermédiaire en tramadol a été optimisée et maadol a pu étre identifié, isolé et caractérisé
par HPLC et RMN. La formation du cycle de manieom mnzymatique permet d’expliquer
'occurrence du racémique naturel, résultat detdtaie sur les deux faces- et si- de
I'électron sur le carboneiClLa formation minoritaire du &, 29-tramadol ainsi que le fait
gue ce composé ne soit pas synthétisé au seidadelea Latifoliaapporte un argument
supplémentaire a I'origine naturelle du tramaddénisemble de ces travaux a été publié dans

le journalChemical Communicatior?§®

Malgré ces résultats, I'équipe du Dr. Spitelled’tfestitut de la Recherche Environnementale
de Dortmund associée a des équipes camerounamsegiegst en question I'origine naturelle
du tramadol et soutiennent I'hnypothese selon ldgueltramadol danSauclea latifoliaaurait
pour origine une contamination anthropogéniquesids par les excréments des fermiers et
de leur bétaif® En effet, d’aprés leurs études, d’autres extst$a plante issus du nord du
Cameroun contiennent dix milles fois moins de trdohague nos extraits et des extraits
provenant du sud de Cameroun n’en contiennent autane détectable. D’aprés une étude
locale, le tramadol serait facilement accessiblefatmiers sur de nombreux marchés locaux
et serait ainsi fourni au bétail afin de leur pettneede travailler de longues journées sous la
chaleur. De plus, différentes analyses des extrhitsol et des eaux proches des arbres

confirment la présence de métabolites mammiférestrdmadol indiquant ainsi une
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contamination externe dNauclea latifoliapar le tramadol. Malgré ces résultats, différentes
zones d’ombre subsistent tels que les faibles d¢ssaraces quant au métabolisme du tramadol
au sein du bétail. De plus, les extraits utilisésrmotre étude proviennent d’un parc national
ou tout élevage de bétail est interdit. Ainsi, édsdes complémentaires seront nécessaires
afin de préciser et de confirmer I'origine du tralobau sein dé&lauclea latifolia Des études

de nutrition de la plante a I'aide de composésoradrqués ou marqués par un isotope sont

prévues et permettront ainsi de lever le voilecgumystere.
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Les protéines membranaires ABCG2 et MRP1, apparteada famille des transporteurs
ABC, sont impliquées dans le phénotype de résistarte multiples drogues anticancéreuses
(MDR). Ces protéines sont capables de transpores He la cellule un large panel de
substrats endogenes et exogenes grace a I'énexgieid par I'hydrolyse de I'ATP. Cette
caractéristique leur confere un grand nombre desrghysiologiques. Cependant cette activité
de transport est mise a profit par les cellulescémuses, capables de surexprimer ces
protéines afin d’effluer hors des cellules les agamticancéreux et ainsi se protéger de leurs
effets. Afin de palier & ce phénomeéne de chimistasce, deux stratégies ont été envisagées
pour chacune des protéines :
- I'inhibition de l'activité de transport de la prané ABCG2 afin de stopper I'efflux
massif de I'agent anticancéreux et ainsi potesgalson effet ;
- la mise au point d’inducteurs sélectifs d’apoptasgables de cibler sélectivement les

cellules chimiorésistantes surexprimant MRP1.

La premiére partie de ce travail de thése a cansest la conception, la synthése et
I'évaluation biologique de nouveaux inhibiteursifactsélectifs et non toxiques de la protéine
ABCG2. Nous avons choisi le compoB#BL-II-141 , inhibiteur de réféerence d’ABCGZ2,
comme composé chef de file a partir duquel diffisenpharmacomodulations ont été
effectuées. Plusieurs parties de la molécule ordi &@té modulées et 38 composés ont été
synthétisés et testés pour leur activité d’inhdpitidu transport de la mitoxantronea
ABCG2, leur sélectivité vis-a-vis de la P-gp etMRBRP1, leur cytotoxicité et leurs activités
ATPasiques basale et couplée. A I'issue de ces bésbogiques, les composés synthétisés se
sont révélés étre des inhibiteurs plus ou moinsafés. Cependant, aucun n’est parvenu a
atteindre les résultats obtenus pourM8L-1l-141 a I'exception du composéla dont

'atome de brome a été déplacéogtho du groupement benzyloxy porté par la chromone.

Br

MBL-II-141 —0 —0
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Cependant, malgré un grand nombre de pharmacontmhslaéalisées, il devient difficile
d’obtenir des composés plus efficaces en termaeditition de I'activité de transport que le
MBL-II-141 . Notre attention se portera ainsi sur la synth@senouvelles structures plus
complexes, jouant sur la polyspécificité de la @t ABCG2 et pouvant atteindre
simultanément plusieurs sites d’interaction. Lasdésin vitro et in vivo du MBL-11-141
seront également poursuivies.

L’ensemble de ce travail a fait I'objet d’'une revdans le journalFuture Medicinal
Chemistry®® et d’un article paru dans urnal of Medicinal Chemistri?* Les testsn vivo
du MBL-II-141 , réalisés par nos collaborateurs biologistes gategnent été publiés dans le
journalOncotarget®. Les derniers résultats de pharmacomodulationdBiL-11-141 sont en

cours de rédaction en vue d’'une publication dan@umal de chimie médicinale.

Apres la mise en évidence de l'existence d’au maiesx sites d’'interaction de nos
inhibiteurs avec ABCG2, I'un conduisant a une statian de l'activité ATPasique basale,
l'autre & une inhibition de cette méme activittusmiavons tenté de déterminer les différences
structurales et la nature des interactions catiaatéirchacun de ces deux sites. Nous avons
ainsi entrepris la construction, grace au logidielmodélisation moléculaire FLAP, de deux
pharmacophores pour chacun des deux sites d'ititmnacCes deux modeles ont ensuite été
utilisés afin de mener un criblage virtuel d'uneintiotheque de composés disponibles
commercialement. Les études biologiques de quelgoeposés issus de ce criblage virtuel
sont actuellement en cours et nous permettront alelev ou non la structure de nos
pharmacophores. Selon les résultats biologiquesnabt cette approche jamais décrite pourra
faire I'objet d’'une publication de haut niveau.

Une seconde partie de ce travail a consisté enda au point de nouveaux modulateurs de
MRP1, capables d'induire la mort par apoptose sgkroent des cellules chimiorésistantes
qui surexpriment la protéine. Appelée sensibiltéatérale, ce phénomeéne correspond a une
hypersensibilité que développent les cellules causes face a certains agents anticancéreux.
Dans le cas de MRPL1, il s’agit d’'un transport nfadsi glutathion hors des cellules. Ce
dernier permettant aux cellules de lutter contsepleénomenes de stress oxydant, son efflux
massif conduit a la mort par apoptose des cellcdexéreuses qui surexpriment MRP1. Le
vérapamil, inhibiteur de référence de la P-gpuesnducteur de sensibilité collatérale sur des
lignées cellulaires surexprimant MRP1. Malheureles@nsa cytotoxicité aux concentrations

utilisées empéche la poursuite de son étude. @srilvonoides, tels que I'apigénine ou la

270



CONCLUSION GENERALE

chrysine, se sont également révélés étre de bdusteurs de sensibilité collatérale. Dans le
cadre de cette thése, nous avons poursuivi cattde @ar la conception, la synthése et
I'évaluation biologique de nouveaux dérivés de dla comme modulateurs de la protéine
MRPL1. Trois grandes pharmacomodulations ont éténges a partir de la flavone :

- la synthese d’homodimeres de flavonoides ;

- I'étude de laC-alkylation et de I0-alkylation en position 3 de la flavone ;

- I'introduction d’un groupement ferrocéne a la placecycle B de la flavone.

Alors que les deux premieres pharmacomodulatiol@esin’ont pas permis I'obtention de
nouveaux modulateurs efficaces, I'introduction draotif ferrocéne a conduit a des résultats
intéressants. Lors de cette étude, des analogaésools, aurones et flavones ferrocéniques
ont été synthétisés. Bien que certains de ces ca#spétaient capables d’induire un efflux
massif de glutathion, uniquement les flavones temnoques, en particulier méthoxylées sur
les positions 5 et/ou 7, se sont avérées égaledtientes inducteurs de la mort sélective par
apoptose des cellules chimiorésistantes surexptifRP1. Il sera ainsi intéressant de

poursuivre I'étude de dérivés ferroceniques.

De plus, il semblerait que l'efflux de glutathiooitsune condition nécessaire mais non
suffisante pour l'induction de mort cellulaire s#lee. Ainsi, nous pouvons ainsi supposer
'existence de différentes voies cellulaires, ungpliquant MRP1 et I'efflux massif de
glutathion, tandis que d’autres voies conduiragels mort sélective par apoptose uniquement
si les cellules sont dépourvues de glutathion. Lé&canisme d’action de la sensibilité
collatérale chez MRP1 est encore a étudier.

Une partie des travaux réalisés sur ce projet alfabjet d’'un article dans le journal
Biochemical Pharmacologf{®

Alors que le premier volet de cette thése portdagiynthese et I'étude pharmacologique de
nouvelles molécules appartenant a la famille degofioides, substances d’origine naturelle,
le second volet porte au contraire sur un compgaéhétique bioactif, découvert en forte
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concentration dans une espece végétale. En efite raboratoire a démontré récemment
'occurrence naturelle du tramadol, médicament letque utilisé contre la douleur et
commercialisé depuis la fin des années 1970, au d'ein arbuste africain, I&auclea

latifolia. En se basant sur une voie biosynthétique plaugiblalidée partiellement par des
analyses isotopiques fines, nous nous sommes s$st&gea la synthese biomimétique du

tramadol et en particulier & une réaction de cgti® issue de la réaction d’'un énamine sur

©/OMe

H(@/\N,Me
I
NaBH4CN (10%) Me

OMe r OMe OMe
HNMe, ou NaBH, (1R, 2R)-Tramadol
No THF \%’Me A\Me OMe
Me Me ©/

un carbonyle, étape clé de la synthése biomimétique

H H
Oy ,\\\N,Me
Me

(1R, 2S)-Tramadol

Bien qu’obtenu avec un rendement relativement ¢éafb0%), le tramadol a tout de méme pu
étre isolé et caractérisé par RMN et HPLC, souteaarsi notre hypothese d’'une origine
naturelle du tramadol. Ces travaux ainsi que ceuxias collaborateurs ont fait I'objet d’'un
premier article dans le journ®NAS®® puis d'un second article dans le jour@temical

Communications® Cependant, les études menées par I'équipe duditel& de Dortmund

viennent remettre en question notre hypothéseesant une origine anthropogénique du
tramadol au sein de I'arbuste afric&thll sera ainsi nécessaire de compléter ces étdites a

de préciser et de confirmer 'origine du tramadobkain deNauclea latifolia.
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l. Material and methods

o Sources for the consumables

Solvents and reagents were purchased from Sigmachldtaly), Acros Organics (France),
Alfa Aesar (Germany) and TCI (Japan). They weredusghout purification. Anhydrous
reactions were performed using oven dried glasswatle anhydrous solvents under an

atmosphere of dry nitrogen.

0 Chromatography

Reactions were monitored by thin layer chromatolgya@LC) using commercial aluminium
backed silica gel plates (Merck, Silica gel 60,34;2Macherey-Nagel, Alugram ® Xtra SIL
G/UV 254). TLC spots were viewed under ultravidight at 254 and 366 nm. Purifications
were performed by gravity column flash chromatogsapsing silica gel [Macherey-Nagel
60M, 0,04-0,063 mm (200-400 mesh)] or by using

system with Reveleris® Flash cartridges or GraceR@sFlash cartridges.

&® X2 flash chromatography

o] Melting point

Melting points (m.p.), expressed in degrees Cel€iG3, were obtained on a Blchi melting
point B540.

o] Mass spectra and elemental analysis

Electrospray ionization ESI mass spectra were aeduby the analytical service of
Département de Chimie Moléculaire, Grenoble Alpasversity, on an Esquire 300 Plus
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Bruker Daltonis instrument with a nanospray inlemental Analysis were performed by the

analytical service of Département de Chimie Molatel Grenoble Alpes University.

o Nuclear magnetic resonance spectra

'H and®*C NMR spectra were recorded on a Bruker Advancesf@@trometer (400 MHz or
500 MHz forH and 100 MHz fof*C NMR). Chemical shifts are given in pp®) énd were
referenced to the internal solvent signal. Multpies are reported as follows: s (singlet), d
(doublet), t (triplet), g (quadruplet), dd (doublet doublet), ddd (doublet of doublet of
doublet), dt (doublet of triplet), m (multiplet) oGpling constantd are given in Hertz.
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Il. Synthesis protocols

I.1. SYNTHESIS OF ABCG2 DERIVATIVES

[1.L1.1. NMR analysis

Interpretation of'H and **C NMR spectra of many compounds were supportedhey t
resolution of 2D COSY, HSQC and HMBC spectra of poomds 5-(4’-bromobenzyloxy)-4-
0x0-4H-chromene-2-carboxylic aci®) and 5-methoxytryptamine hydrochloride. Protons and

carbons of3 are numbered as below:

From*H and*3C NMR (Figure 138 andFigure 139, 2D HSQC Figure 140 and HMBC
(Figure 141) spectra of3, the completéH and3C assignments are given Trable 38 and
Table 39
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Figure 140: 2D HSQC spectrum & in DMSO-d.
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Figure 141: 2D HMBC spectrum 08 in DMSO-d.
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Hs He/Hs H7 H2/Hz OCH:

6.64 d (8.2 Hz)
6.29 s 7.28 1 (8.4 Hz) 7.15m 479 s
6.76 d (8.0 Hz)

Table 38: The!H chemical shifts, ppm) multiplicities and coupling constandls Kertz in parenthesis) &fin
DMSO-ck.

Note: The signal of His a doublet of doublet appearing as a triplettbe spectrum. Thus,

this signal is assigned as a triplet in the expemntal part.

C2 Cs Cs Cs/Co Ce/Cs Cr C1o Cr C2/Cz Cy OCH> COOH
157.4 108.9 128.9

151.2 115.2 176.7 135.1 114.7 136.3 120.6 69.2 161.5
157.7 110.6 131.2

Table 39: The®*C chemical shifts§, ppm) of3 in DMSO-d.

We did the same analysis for the commercially abdal 5-methoxytryptamine hydrochloride.

Protons and carbons are numbered as below:

From 'H and 3C NMR (Figure 142 and Figure 143, 2D COSY Figure 144, HSQC
(Figure 145 and HMBC Figure 146) spectra of 5-methoxytryptamine hydrochloride, the

complete'H and**C assignments are givenTiable 40andTable 41
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Figure 145: 2D HSQC spectrum of 5-methoxytryptamine hydrood®in DMSO-d.
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Figure 146: 2D HMBC spectrum of 5-methoxytryptamine hydrocide in DMSO-d.

H> Ha He H7 CH2CH2N OCHz3

7.18d (2.4 Hz) 7.10d (2.4 Hz) 6.72dd (2.4 Hz, 8.7 HZ 7.25d (8.7 Hz) 3.01s 3.77s

Table 40 :TheH chemical shiftsg, ppm) multiplicities and coupling constands ertz in parenthesis) of 5-
methoxytryptamine hydrochloride DMSO-d;.

C2 Cs Cs Cs Ce Cr Cs Co CHCHoN CH,CH2N OCH3s
Under peak of
123.9 109.2 100.1 153.0 111.2 1121 1314 127.0 23.0 VS 55.3

Table 41 : The'3C chemical shifts§, ppm) of 5-methoxytryptamine hydrochloride in DM$©

[1.L1.2.  General procedures

General procedure A.A solution of dihydroxyacetophenone (1 equiv.)tgssium carbonate
(6 equiv.) and tetrabutylammonium bromide (0.35egun acetone (7 mL/mmol) was
refluxed for 20 min. A solution of halogenated sative (1.2 equiv.) in acetone (3 mL

/mmol) was added dropwise and the resulting mixtuas refluxed for 2-6 h. The resulting
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solution was cooled to room temperature and conatert under reduced pressure. The
residue was poured into water and extracted whilgl etcetate. The combined organic layers
were washed with water, dried over anhydrous magmesulfate, filtered and concentrated

under reduced pressure.

General procedure B.To a solution of sodium (6 equiv.) in a mixture TiF/anhydrous
EtOH (1/1, 10 mL/mmol) under argon were added alled derivative (1 equiv.) and
diethyloxalate (4 equiv.). The resulting mixtureswafluxed for 2 h. The solution was cooled
to room temperature and concentrated under redpieessure. The residue was poured into
1M hydrochloric acid and extracted with ethyl atetarhe combined organic layers were
washed with water, dried over anhydrous magnesufats, filtered and concentrated under
reduced pressure. The residue was dissolved in HI@H (1/1, 10 mL/mmol) and 37%
hydrochloric acid (1 mL/mmol) was added dropwiske Tesulting mixture was refluxed for 2
h. The solution was cooled to room temperaturecamdentrated under reduced pressure. The
residue was poured into water and extracted whilgl etcetate. The combined organic layers
were washed with water, dried over anhydrous magmesulfate, filtered and concentrated

under reduced pressure.

General procedure C.To a solution of ethyl ester (1 equiv.) in THF/E@L/1, 9 mL/mmol)
were added a solution of sodium bicarbonate (7¥LAnmol) and water (4 mL/mmol). The
resulting mixture was refluxed for 2 h. The solatiwas cooled to room temperature and
poured into 1M hydrochloric acid in order to fornsaid which was filtered and washed with
diethyl ether.

General procedure D. To a solution of tryptamine derivative (1 equivn) DMF (10
mL/mmol) were added successively a solution of atdivative (1 equiv.) in DMF (10
mL/mmol), HOBt (2 equiv.), triethylamine (4 equinaipd EDCI (2 equiv.). The mixture was
stirred overnight at room temperature. The resgltnxture was poured into 1M hydrochloric
acid and extracted with dichloromethane. The coetbinrganic layers were washed with
sodium bicarbonate and water, dried over anhydmmagnesium sulfate, filtered and

concentrated under reduced pressure.
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General procedure D. To a solution of acid derivative (1 equiv.) in DMEO mL/mmol)
were added successively a solution of tryptaminevatve (2 equiv.) in DMF (10
mL/mmol), TBTU (1.5 equiv.) and DIEA (5 equiv.). &@mixture was stirred overnight at
room temperature. The resulting mixture was pounéal sodium bicarbonate and extracted
with ethyl acetate. The combined organic layers ewefashed with water, dried over

anhydrous magnesium sulfate, filtered and concettnander reduced pressure.

General procedure 3. To a solution of tryptamine derivative (1 equivy) DMF (10
mL/mmol) were added successively a solution of atdivative (1 equiv.) in DMF (10
mL/mmol), triethylamine (4 equiv.), EDCI (2 equivand ethyl isonitrosocyanoacetate (2
equiv.). The mixture was stirred overnight at romperature. The resulting mixture was
poured into 1M hydrochloric acid and extracted vdithloromethane. The combined organic
layers were washed with sodium bicarbonate andrwdteed over anhydrous magnesium

sulfate, filtered and concentrated under reducedsure.

General procedure E A solution of17b (1 equiv.), potassium bicarbonate (3 equiv.) amd a
excess of tetrabutylammonium bromide in acetonenf®@mmol) was refluxed for 15 min
and halogenated derivative (1 equiv.) was addegvdse. The resulting mixture was
refluxed for 5 h. The solution was poured into watad extracted with ethyl acetate. The
combined organic layers were washed with wateedddver anhydrous magnesium sulfate,

filtered and concentrated under reduced pressure.

General procedure F.To a solution of tryptamine (1 equiv.) and triddrgine (2 equiv.) in
dichloromethane (8 mL/mmol) was added dropwise leliigroformate (1 equiv.). The
resulting mixture was stirred at room temperatue20 min. The solution was poured into
water and extracted with dichloromethane. The caoetbiorganic layers were washed with
1M hydrochloric acid and water, dried over anhydraoagnesium sulfate and concentrated

under reduced pressure.

General procedure G. A solution of ethoxycarbonyltryptamine derivatiyg equiv.) and
LiAIH 4 (6 equiv.) in dry THF (10 mL/mmol) was refluxed b6 h. The resulting mixture was
cooled to room temperature and hydrolyzed with wateml/n g LiAlH4), 15% sodium

hydroxide (n ml/ n g LiAlH) and water (3n ml/ n g LiAlE). The mineral precipitates of
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LiOH and AI(OHk were removed by filtration and the filtrate wasncentrated under

reduced pressure.

General procedure H A solution of protected tryptamine derivative @quiv.) in
dichloromethang5mL/mmol) with sodium hydroxide (4 equiv.) andr&tutylammonium
bromide (cat.) was stirred at 0°C for 30 min. Tlkémethylsulfate (1.5 equiv.) was added and
the resulting mixture was stirred at room tempegatar 16 h. The mixture was poured into
water and extracted with dichloromethane. The coetdbiorganic layer was washed with 1M
hydrochloric acid and water, dried over anhydrousgnesium sulfate, filtered and

concentrated under reduced pressure.

General procedure L To a solution of propargylic derivative (1 eqlivn DMF (30
mL/mmol) were added azide (1.2 equiv.), sodium dste (0.2 equiv.), and Cus6HO
(0.1 equiv.). The resulting mixture was stirredaam temperature for 24 h. The solution was
poured into water and extracted with ethyl acef@ite combined organic layers were washed
with water, dried over anhydrous magnesium sulfidtered and concentrated under reduced

pressure.

General procedure J A mixture of tryptamine derivative and tosylaterigative was stirred
in DMF (10 mL/mmol) at room temperature for 24 IneTmixture was poured into water and
extracted with ethyl acetate. The combined orgkayiers were washed with water, dried over

anhydrous magnesium sulfate, filtered and concettnander reduced pressure.

General procedure K. To a solution of methyl ester derivative (1 equivn
tetrahydrofuran/methanol (1/1) (10 mL/mmol) was edié solution of lithium hydroxide (1
equiv.) in water (5 mL/mmol). The resulting mixtusas stirred at room temperature for 1 h.
The solution was poured into 1M hydrochloric acmil @&xtracted with dichloromethane. The
combined organic layers were washed with wateedddver anhydrous magnesium sulfate,

filtered and concentrated under reduced pressure.
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[1.L1.3.  Synthesis protocols for ABCG2 derivatives

11.L1.3.1 Synthesis of MBL-II-141 (5-(4-Bromobenzyloxy)-4-ox4H-chromene-2-
carboxylic acid [2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)-ethyAmide)

6-(4’-Bromobenzyloxy)-2-hydroxyacetophenone (1)The crude was prepared according to
general procedure A starting from commercially alde 2,6-dihydroxyacetophenone (2 g,
13 mmol) and 4-bromobenzyloxybromide (4 g, 16 mnaok} was triturated in diethyl ether to
afford 1 as a white solid (2.8 g, 68%).4E13BrOs. m.p. 116-117°C.!H NMR (400 MHz,
DMSO-d) 6 2.50 (s, 3H, CO83), 5.15 (s, 2H, O8>), 6.54 (d, 1H,J =8.0 Hz,H3), 6.63 (d,
1H,J = 8.0 Hz,Hs), 7.31 (t, 1HJ = 8.0 Hz,H4), 7.44 (d, 2HJ = 8.0 Hz,H2), 7.61 (d, 2H)J

= 8.0 Hz,H3), 11.71 (s, 1H @). 3C NMR (100 MHz, DMSO0-¢)  33.0 (CQCH3), 69.3
(OCH2), 103.4 Cs), 109.7 C3), 114.7 C1), 121.2 Cs), 129.9 C2), 131.4 Cz), 133.8 C4),
135.9 Cr), 158.0 Cs), 159.6 C2), 203.4 CO). MS (ESI)m/z320 (°Br), 322 #Br) [M] ™.

5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylic acid ethyl este2). The crude
was prepared according to general procedure B fr¢ihg, 6.2 mmol) and was washed with
diethyl ether to afford2 as a yellow solid (1.7 g, 69%).1E115BrOs. m.p. 151-153°C.1H
NMR (400 MHz, DMSO-@) 4 1.34 (t, 3H,J = 7.1 Hz, OCHCHs), 4.38 (q, 2HJ = 7.1 Hz,
OCH2CHsa), 5.25 (s, 2H, O€,), 6.78 (dd, 1H,J = 0.8 Hz,J = 7.9 Hz,Hs), 7.11 (s, 1HH3),
7.24 (dd, 1H,) = 0.8 Hz,J = 8.5 Hz,Hsg), 7.60 (m, 4HH2, H3), 7.75 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H>).
13C NMR (100 MHz, DMSO-g) 4 13.9 (OCHCHs), 62.6 (QCH2CH3), 69.2 (GCH2), 109.0
and 110.5 Cs andCs), 114.7 Ci0), 115.4 Cs), 120.6 Cs), 128.9 C2), 131.2 C3), 135.3
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(C7), 136.2 Cr), 150.2 Cz), 157.2 and 157.706 andCs), 160.0 CO), 176.4 Cs). MS (ESI)
m/z402 (°Br), 404 £'Br) [M]".

o
5
Br 4 6 10 ) 3
2| OH
7 0 o~
8
o}

5-(4’-Bromobenzyloxy)-2-hydroxy-4-oxochromane-2-cdvoxylic acid ethyl ester (2°) The
crude was isolated after the condensatior2addnd was purified by flash silica column
chromatography using cyclohexane/ethyl acetatgd @&®luent to affor@’ as a yellow solid.
Ci1oH17BrOs. m.p. 115-117°C*H NMR (400 MHz, DMSO-@) § 1.22 (t, 3H,J = 7.1 Hz,
OCHCHg), 2.77 (d, 1HJ = 15.9 Hz,H3), 3.22 (dd, 1H,) = 1.8 Hz,J = 15.9 Hz,H3), 4.20
(g, 2H,J = 7.1 Hz, O®1>CHa), 5.17 (s, 2H, 08>), 6.64 (d, 1HJ = 7.6 Hz,Hs ou Hs), 6.78
(d, 1H,J = 8.4 Hz,Hs ou Hg), 7.47-7.61 (m, 5HH7, Hx, Hz), 8.15 (s, 1H, @). 3C NMR
(100 MHz, DMSO-@) 6 13.9 (OCHCHs3), 46.3 (Cs), 61.8 (GCH2CHs), 68.9 (CCH2), 98.0
(C2), 106.4 and 110.33 andCsg), 110.6 Ci0), 120.6 Cs), 128.9 C2), 131.2 Cz), 136.2 and
136.5 C7 andCy), 158.2 and 158.805 andCo), 167.5 CO), 187.5 C4). MS (ESI) m/z419
("°Br), 421 £'Br) [M-H]"; 443 (°Br), 445 £'Br) [M+Na]".

3 70 O

5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid (3). The crude was
prepared according to general procedure C f&o(t.7 g, 4.3 mmol) to affor@ as a white
solid (1.5 g, 90%). GH11BrOs. m.p. >200°C (decomposition}H NMR (400 MHz, DMSO-
ds) 8 4.79 (s, 2H, OBl,), 6.29 (s, 1HH3), 6.64 (d, 1HJ = 8.2 Hz,Hs or Hs), 6.76 (d, 1H,J= 8.0

Hz, Hs or Hg), 7.15 (m, 4HH2, Hz), 7.28 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H). 3C NMR (100 MHz, DMSQ

ds) 6 69.2 (CCH2), 108.9 and 110.606 andCg), 114.7 Cio), 115.2 C3), 120.6 Ca), 128.9

(C2), 131.2 Cz), 135.1 C7), 136.3 Cr), 151.2 ), 157.4 and 157.7Cs and Co), 161.5

(CO), 176.7 C4). MS (ESI)m/z374("Br), 476 £Br) [M]".
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5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2-(5-methoxy-H-indol-
3-yl)-ethyl]-amide (MBL-II-141). The crude was prepared according to general guree
D: from 3 (860 mg, 2.3 mmol) and 5-methoxytryptamine hydlogte (430 g, 2.3 mmol)
and was purified by flash silica column chromatpémausing dichloromethane/ethyl acetate
(9:1) as eluent to afforMBL-II-141 as a beige powder (566 mg, 45%2sH>3BrN20Os. mp
159-160 °C!H NMR (400 MHz, DMSO-d) & 2.95 (t, 2H,J = 7.8 Hz, NHCHCHy), 3.56 (q,
2H,J = 7.5 Hz, NHGH2CH_), 3.74 (s, 3H, O83), 5.25 (s, 2H, O8>), 6.67 (s, 1HH3), 6.71
(dd, 2H, J = 2.4 Hz,J= 8 Hz,H¢), 7.07-7.26 (5H, mHs, Hs, Ha, Hc, Hr), 7.60 (m, 4HH>,
Hz), 7.76 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7), 9.18 (t, 1HJ = 5.8 Hz, COM), 10.68 (s, 1H, indole N).
13C NMR (100 MHz, DMSO€) & 24.9 (NHCHCH?), under peak of DMSO (NEH.CHy,),
55.3 (OCH3), 69.2 (GCH>), 100.2 Cc), 109.0 and 110.83 andCs), 111.1 and 111.2% and
Cr), 112.1 Ce and C3), 114.5 Ci0), 120.6 C4), 123.4 Ca), 127.5 Cn), 128.9 C2), 131.2
(Cs), 131.4 Cg), 135.0 C7), 136.3 Cr), 153.0 and 153.6% and Cg), 157.0 and 157.7Cs
andCy), 158.9 CO), 176.6 C4). MS (ESI)m/z546 (°Br), 548 £Br) [M]*. Anal. Calcd for
C28H23BrN20s: C, 61.44; H, 4.24; N, 5.12. Found C, 61.38; 234N, 5.108.

[1.L1.3.2  Modulation of para-bromobenzyloxy group position-yi8hesis of compounds
7aand 7b

Bre o
I .
4 2 6 0
0.5
1' 1
2
4 OH
3

5-(4’-Bromobenzyloxy)-2-hydroxyacetophenoné4a). The crude was prepared according to
general procedure A starting from commercially alde 2,5-dihydroxyacetophenone (2 g,
13 mmol) and 4-bromobenzyloxybromide (4 g, 16 mpahd was recrystallized in ethanol to
afford 4a as a beige solid. (1.7 g, 40%)15813BrOs. m.p. 87-89°C.1H NMR (400 MHz,
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DMSO-a) § 2.63 (s, 3H, COH3), 5.08 (s, 2H, Of), 6.90 (d, 1H,) = 9.0 Hz,Hs), 7.24 (dd,
1H,J=3.1 Hz,J = 9.0 Hz,Ha), 7.41 (m, 3HH;, H2), 7.59 (d, 2H,) = 6.6 Hz,H3), 11.46 (s,
1H, OH). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d) § 27.8 (CQCH3), 69.1 (GCH2), 115.2 Cs), 118.4
(Ce), 120.1 and 120.8C4 and G, 124.3 Ca), 129.7 C2), 131.2 Cs), 136.4 Cr), 150.2
(Cs), 155.0 C2), 203.6 CO). MS (ESI)m/z319 (°Br), 321 1Br) [M-H]".

4-(4’-Bromobenzyloxy)-2-hydroxyacetophenoné4b). The crude was prepared according to
general procedure A starting from commercially alde 2,4-dihydroxyacetophenone (2 g,
13 mmol) and 4-bromobenzyloxybromide (4 g, 16 mnaol)l was recrystallized in ethanol to
afford 4b as a beige solid (3.6 g, 87%)15813BrOz. m.p. 143-144°C*H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 2.56 (s, 3H, CO83), 5.04 (s, 2H, O8>), 6.50 (m, 2HHs andHs), 7.29 (d, 2H,]J =
8.4 Hz,H>), 7.52 (d, 2HJ = 8.4 Hz H3), 7.64 (d, 1H,) = 8.8 Hz,He), 12.72 (s, 1H, @).13C
NMR (100 MHz, DMSO-@) & 26.6 (CCGCHz3), 68.7 (GCH2), 101.7 Cs), 107.7 Cs), 114.0
(Cy), 121.1 Cs#), 129.8 C2), 131.4 (Cg), 133.3 (Ce), 135.7 Cr), 163.9 Ca), 164.4 C2),
203.1 CO). MS (ESI)m/z319 (®°Br), 321 £!Br) [M-H]".

B 2
r .
SO
08 1o4|3
190072 O~
0]

6-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid ethyl ester (5a)The crude
was prepared according to general procedure Brgjainom 4a (2.2 g, 6.8 mmol) and was
washed with diethyl ether to affoféh as a beige solid (820 mg, 30%).d815BrOs. m.p. 146-
148°C.1H NMR (400 MHz, DMSO-d) & 1.43 (t, 3HJ = 7.1 Hz, OCHCHz), 4.46 (q, 2H,

= 7.1 Hz, OG1>,CHg), 5.10 (s, 2H, 0O&>), 7.11 (s, 1HH3), 7.33 (m, 2HH>), 7.50 (d, 1HJ

= 3.1 Hz,Hs), 7.54 (dd, 1H)J) = 3.1 Hz,J = 9.1 Hz,H7), 7.60 (m, 2HH3), 7.75 (d, 1HJ =
9.1 Hz,Hs). 13C NMR (100 MHz, DMSO0-¢) & 13.9 (OCHCHz3), 62.6 (GCH2CHz), 69.0
(OCHy), 105.9 Cs), 112.8 (C3), 120.7 Cs), 121.1 (G), 124.6 C10), 125.0 C7), 129.8 C2),
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131.4 Cs), 135.9 C1), 150.2 Co), 152.0 and 155.906 andCs), 160.0 CO), 176.9 Cs). MS
(ESI)m/z403 {°Br), 405 f'Br) [M+H]*; 425 (°Br), 427 1Br) [M+Na]*.

5 (0]
6 N
2 | o
Br~ 4 ©

7-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid ethyl ester (5b)The crude
was prepared according to general procedure Brgdrom4b (1 g, 3.1 mmol) anwvas washed
with diethyl ether to affordb as a grey solid (1 g, 80%).14El15BrOs. m.p. 179-181°CH
NMR (400 MHz, DMSO-d) 6 1.34 (t, 3H,J = 7.1 Hz, OCHCH3), 4.39 (q, 2HJ = 7.1 Hz,
OCH2CHg), 5.29 (s, 2H, O#>), 6.89 (s, 1HH3), 7.18 (dd, 1HJ = 2.3 Hz,J = 8.8 Hz,He),
7.33 (d, 1HJ = 2.2 Hz,Hg), 7.44 (d, 2HJ = 8.3 Hz,H>), 7.61 (d, 2H,J = 8.3 Hz,Hz3), 7.96
(d, 1H, J = 8.8 Hz, Hs). 13C NMR (100 MHz, DMSO-¢) § 13.9 (OCHCHz3), 62.6
(OCH2CHs), 69.3 (GCH2), 102.0 Cs), 114.0 C3), 116.3 Cs), 117.9 C10), 121.29 Ca), 126.5
(Cs), 129.9 C2), 131.5 Cg), 135.5 Cr), 152.0 C2), 157.2 and 160.0Cf and Co), 163.4
(CO), 176.3 C4). MS (ESI)m/z403 (°Br), 405 £1Br) [M+H]*.

B 2
I 2
6
" (0] 104|3
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6-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid (6a). The crude was
prepared according to general procedure C stafitomy 5a (1 g, 2.5 mmol) and was washed
with diethyl ether to afforéda as a beige solid. (450 mg, 47%).7K11BrOs. m.p. 252-254°C.
'H NMR (400 MHz, DMSO0-@) § 5.22 (s, 2H, O€l,), 6.88 (s, 1HH3), 7.45 (d, 2HJ = 8.4
Hz, Hz), 7.49 (d, 1HJ = 3.1 Hz,Hs), 7.54 (ddJ = 3.1 Hz,J = 9.2 Hz,H7), 7.60 (d, 2H, =
8.4 Hz,Hz), 7.72 (d, 1H.J = 9.1 Hz,Hs). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d) § 69.0 (QCH>),
105.9 Cg), 112.4 Cs3), 120.6 Cs), 121.1 (G), 124.5 Ci0), 124.9 C7), 129.8 C2), 131.4
(Cz), 136.0 C1), 150.3 Co), 155.8 C2 andCg), 161.4 CO), 177.3 C4). MS (ESI) m/z373
("°Br), 375 £1Br) [M-H] .
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7-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid (6b). The crude was
prepared according to general procedure C staftomg 5b (700 mg, 1.7 mmoland was
washed with diethyl ether to affoib as a grey solid (457 mg, 70%)7/811BrOs. m.p. 226-
228°C.'H NMR (400 MHz, DMSO-d) § 5.29 (s, 2H, O8), 6.84 (s, 1HH3), 7.17 (dd, 1H,
J=2.2Hz,J=8.8Hz,Hs), 7.33 (d, 1HJ = 2.2 Hz,Hg), 7.44 (d, 2HJ = 8.3 Hz,H2), 7.61
(d, 2H,J = 8.3 Hz,Hz3), 7.96 (d, 1H,J = 8.8 Hz,Hs). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d)  69.3
(OCHy), 102.0 Cs), 113.6 (C3), 116.0 Cs), 117.8 C10), 121.3 Ca), 126.4 Cs), 129.9 C2),
131.5 Cs), 135.5 Cr), 153.2 C2), 157.3 C7), 161.4 Co), 163.2 CO), 176.6 Cs). MS (ESI)
m/z373 (°Br), 375 €'Br) [M-H] .

\Ode

6-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2-(5-methoxy-H-indol-
3-yl)-ethyl]-amide (7a). The crude was prepared according to general proeddustarting
from 6a (450 mg, 1.2 mmol) and was washed with diethyl retbeafford 7a as a white solid
(269 mg, 41%). eaH23BrN20s. m.p. 192-194°C!H NMR (400 MHz, DMSO-d) 6 2.96 (t,
2H,J = 7.5 Hz, NHCHCH?>), 3.57 (q, 2H,) = 6.9 Hz, NH®.CH,), 3.73 (s, 3H, O83), 5.23
(s, 2H, O®H»), 6.71 (dd, 1H,) = 2.4 Hz,J = 8.8 Hz,He), 6.81 (s, 1HH3), 7.08 (d, 1HJ =
2.3 Hz,H¢), 7.17 (d, 1HJ = 2.2 Hz,HaJ), 7.23 (d, 1HJ = 8.8 Hz,Hs), 7.46 (d, 2HJ = 8.4
Hz, H>), 7.51 (d, 1HJ = 3.2 Hz,Hs), 7.58 (dd, 1HJ = 3.2 Hz,J = 9.2 Hz, H), 7.62 (d, 2H,
J =8.4 Hz,H3), 7.69 (d, 1HJ = 9.2 Hz,Hs), 9.24 (t, 1HJ = 5.6 Hz, COMNH), 10.69 (s, 1H,
indole NH). 3C NMR (100 MHz, DMSO0-d) & 24.9 (NHCHCH,), under DMSO peak
(NHCH2CHy), 55.3 (GCH3), 69.1 (GCH>), 100.2 Cc), 106.0 Cs), 109.5 C3), 111.0 and 111.2
(Ce and Cp), 112.0 Cr), 120.4 Cs), 121.1 Ca), 123.4 Ca), 124.4 Ci0), 124.7 C7), 127.5
(Cn), 129.8 C2), 131.4 Cs andCy), 135.9 Cr), 149.9 (Co), 153.0 Cd), 155.6 and 155.8%
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andCs), 158.9 CO), 176.9 Cs). MS (ESI) m/z545 (°Br), 547 £'Br) [M-H]". Anal. Calcd
for C2sH23BrN20s: C, 61.44; H, 4.24; N, 5.12. Found: C, 60.91; 224N, 4.89.

\Od e

7-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2-(5-methoxy-H-indol-
3-yl)-ethyl]l-amide (7b). The crude was prepared according to general proeddustarting
from 6b (450 mg, 1.2 mmol) and was washed with diethyéetb afford7b as a white solid
(295 mg, 45%). eaH23BrN20Os. m.p. 227-229°C!H NMR (400 MHz, DMSO-d) 6 2.95 (t,
2H,J = 7.6 Hz, NCHCHy>), 3.58 (q, 2H,) = 6.8 Hz, NGH>CHy), 3.74 (s, 3H, O83), 5.27 (s,
2H, OCHy), 6.71 (dd, 1HJ = 2.0 Hz,J = 8.4 Hz,He), 6.77 (s, 1HHa), 7.07 (d, 1H,) = 1.8
Hz, Hc), 7.16-7.24 (m, 4HHe, Hs, Ha, Hf), 7.45 (d, 2HJ = 8.0 Hz,H>), 7.63 (d, 2HJ = 8.4
Hz, Hz), 7.97 (d, 1HJ = 8.8 Hz,Hs), 9.17 (t, 1HJ = 5.2 Hz, COM), 10.68 (s, 1H, indole
NH). C NMR (100 MHz, DMSO-¢) & 24.9 (NHCHCH2), under DMSO peak
(NHCH2CHjy), 55.3 (GCH3), 69.2 (CCH>), 100.1 Cc), 101.9 Cg), 110.5 Cs3), 111.1 and 111.2
(Cob andCe), 112.1 Cr), 115.7 Ce), 117.8 Ca0), 121.3 Cs), 123.4 Ca), 126.5 Cs), 127.5
(Cn), 129.9 C2), 131.4 Cy), 131.5 C3), 135.4 C1’), 153.0 Cd), 155.5 C2), 156.8 C7), 158.9
(Co), 163.1 CO), 176.4 Cs). MS (ESI) m/z observed forC7H20BrN2Os, 532 (°Br), 534
(1Br) [M+H]*. Anal. Calcd for C2sH23BrN20s: C, 61.44; H, 4.24; N, 5.12. Found: C, 61.68;
H, 4.13; N, 5.26.
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[1.L1.3.3  Modulation of nature and position of groups on tHeenzyloxy cycle — Synthesis

of compounds 1lato 11f and 16

0 Synthesis of compoundl$ato 11f

6-(2’-Bromobenzyloxy)-2-hydroxyacetophenone (§aThe crude was prepared according to
general procedure A starting from 2,6-dihydroxyapeenone (2 g, 13 mmol) and 2-
bromobenzyloxybromide (4 g, 16 mmol) and was pedifiby flash silica column
chromatography, using cyclohexane/ethyl acetat®:QLtb 98:2) as eluent to affoBh as a
yellow solid (1.5 g, 36%). sH13BrOsz. m.p. 68-70°C.1H NMR (400 MHz, DMSO-@) § 2.45
(s, 3H, CO®3), 5.17 (s, 2H, O8), 6.54 (dd, 1HJ = 0.7 Hz,J = 8.3 Hz,Hz or Hs), 6.64
(dd, 1H,J=0.7 Hz,J = 8.4 Hz,Hz0r Hs), 7.32 (m, 2HH4, Hs), 7.44 (td, 1H) = 1.2 Hz,J =
7.5 Hz,He’), 7.59 (dd, 1HJ) = 1.7 Hz,J = 7.6 Hz,Hs), 7.69 (dd, 1HJ = 1.1 Hz,J = 7.9 Hz,
Hz), 11.67 (s, 1H, @). 3*C NMR (100 MHz, CDC4) § 32.8 (CQCH3), 69.9 (CCH2), 103.1
and 109.7 €3 andCs), 114.6 C1), 122.9 C2), 127.9 Cs), 130.3 and 130.5Cz and Cy),
132.6 Ce’), 133.8 Ca), 135.2 Cr), 157.8 and 159.53% andCs), 203.3 CO). MS (ESI)m/z
321 (°Br), 323 £Br) [M+H]*, 319 (°Br), 321 #'Br) [M-H] .

6-(3’-Bromobenzyloxy)-2-hydroxyacetophenoné8b). The crude was prepared according to
general procedure A starting from 2,6-dihydroxyapeenone (2 g, 13 mmol) and 3-
bromobenzyloxybromide (4 g, 16 mmol) and was washighl diethyl ether to affor@b as a
beige solid (3 g, 73%). 6H13BrOz. m.p. 131-133°C*H NMR (400 MHz, DMSO-¢) § 2.49

(s, 3H, CO®s), 5.17 (s, 2H, OH>), 6.52 (d, 1HJ = 8.2 Hz,Hs 0or Hs), 6.61 (d, 1HJ = 8.3
Hz, Hzor Hs), 7.29 (t, 1HJ = 8.3 Hz,H4), 7.37 (t, 1HJ = 7.8 Hz,Hs), 7.46-7.55 (m, 2H,
Hs andHe), 7.68 (s, 1HH2), 13.58 (s, 1H, @). ¥3C NMR (100 MHz, DMSO0-d) 6 33.0
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(COCHs3), 69.1 (GCH2), 103.5 and 109.7Cs and Cs), 115.0 C1), 121.7 Cs), 126.7 Cs),
130.4 C2), 130.7 and 130.8Cs andCys), 133.7 Ca), 139.4 C1), 157.8 Cs), 159.3 Co),
203.4 CO). MS (ESI)m/z319 (°Br), 321 1Br) [M-H]".

6-(2’-Fluorobenzyloxy)-2-hydroxyacetophenone (8c)The crude was prepared according to
general procedure A starting from 2,6-dihydroxyapeenone (2 g, 13 mmol) and 2-
fluorobenzylbromide (3 g, 16 mmol) and was washeih wiethyl ether to affordc as a
white solid (1,3 g, 39%). H13FOs. m.p. 106-108°CH NMR (400 MHz, DMSO0-¢) § 2.43
(s, 3H, CO®i3), 5.20 (s, 2H, OH>), 6.52 (dd, 1HJ = 0.8 Hz,J = 8.3 Hz,H3 or Hs), 6.69 (d,
1H,J = 7.8 Hz,H3 or Hs), 7.23-7.29 (m, 2HH3, He), 7.32 (t, 1HJ = 8.3 Hz,Ha4), 7.41-7.45
(m, 1H,Hs), 7.55-7.59 (m, 1HHz). 3C NMR (100 MHz, DMSO-@) § 32.8 (CQCH3), 64.5
(OCHz2), 103.3 and 109.8Cq andCs), 114.7 C1), 115.4 and 115.6Cz or C¢), 123.2 and
123.3 C2), 124.6 and 124.7Cs or Cg), 130.6, 130.7, 130.8 and 1300:( C4 and Cs),
133.9 Ca), 158.0 o), 159.12, 159.6Cs), 161.7, 203.4G0). MS (ESI) m/z283 [M+NaJ,
259 [M-HJ.

2
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6-(3’-Fluorobenzyloxy)-2-hydroxyacetophenone (8d)The crude was prepared according to
general procedure A starting from 2,6-dihydroxyapeenone (2 g, 13 mmol) and 3-
fluorobenzylbromide (2.8 g, 15 mmol) and recrystalil with cyclohexane/ethyl acetate (9:1)
to afford8d as a white solid (1.7 g, 50%)14E113FOs. m.p. 123-124°C!H NMR (400 MHz,
DMSO-as) 6 under peak of DMSO (s, 3H, C®#), 5.18 (s, 2H, O8>), 6.52 (d, 1HJ = 8.3
Hz, Hs or Hs), 6.62 (d, 1HJ = 7.9 Hz,Hz or Hs), 7.14-7.20 (m, 1HH4), 7.27-7.31 (m, 3H,
Ha, Hz, He'), 7.42-7.48 (M, 2HHs). 13C NMR (100 MHz, DMSO-¢) 6 33.0 (CCCH3), 69.3
(OCH2), 103.4 and 109.7Cs andCs), 114.3 and 114.5 and 114.6 and 114.8 and 11%.9 (
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Cz, Cs), 123.6 and 123.7Ce), 130.5 and 130.606), 133.7 Ca), 139.4 and 139.50C4),
157.8 and 159.40 andCs), 160.9 and 163.40), 203.4 CO). MS (ESI)m/z259 [M-H]".

6-(4’-Fluorobenzyloxy)-2-hydroxyacetophenone (8e)rhe crude was prepared according to
general procedure A starting from 2,6-dihydroxyapeenone (2 g, 13 mmol) and 4-
fluorobenzylbromide (3 g, 16 mmol) and was washeih wiethyl ether to affordBe as a
beige solid (1.7 g, 50%).16H13FOz. m.p. 137-139°CH NMR (400 MHz, DMSO-d) § 2.47

(s, 3H, COi3), 5.14 (s, 2H, 08>), 6.51 (d, 1HJ = 8.3 Hz,Hs or Hs), 6.65 (d, 1HJ = 8.4
Hz, Hs or Hs), 7.22 (m, 2HH3), 7.31 (t, 1H,J = 8.4 Hz,H4), 7.51 (m, 2HH>). 13C NMR
(100 MHz, DMSO-@) 6 33.1 (CQCH3), 69.4 (CCH), 103.4 and 109.6G3 and Cs), 114.7
(Cy), 115.2 and 115.4C¢'), 130.1 and 130.2%), 132.8 C1), 133.9 Cas), 158.2 Ce), 159.7
(C2), 160.6 and 163.1Cy'), 203.5 CO). MS (ESI)m/z259 [M-H].

6-(3’,4’-Difluorobenzyloxy)-2-hydroxyacetophenone &f). The crude was prepared
according to general procedure A starting from df6«droxyacetophenone (5 g, 33 mmol)
and 3,4-difluorobenzylbromide (8.2 g, 40 mmol) avels washed with diethyl ether to afford
PEB2-13as a white solid (2.5 g, 27%)148112F0s. m.p. 127-128°CH NMR (400 MHz,
DMSO-d) 6 2.48 (s, 3H, CO83), 5.14 (s, 2H, OH>), 6.52 (dd, 1HJ = 0.8 Hz,J = 8.3 Hz,
Hszor Hs), 6.62 (dd, 1HJ = 0.6 Hz,J = 8.3 Hz,Hsor Hs), 7.30 (t, 1HJ = 8.3 Hz,H4), 7.34
(m, 1H,H2), 7.50 (m, 1HHe), 7.56 (m, 1HHs). 13C NMR (100 MHz, DMSO-@) § 33.0
(COCHg), 68.8 (ACH>), 103.4 and 109.7s andCs), 114.9 C1), 116.9 and 117.05¢'), 117.5
and 117.7 Cs), 124.7, 124.7, 124.8 and 1248,{, 133.7 Ca), 134.3, 134.3, 134.3, and
134.4 Cy), 147.8 -148.2Qs or Cy), 150.2, 150.4, 150.5 and 150@s(or C4), 157.8 and
159.5 CzandCe), 203.4 COCHg). MS (ESI)m/z277 [M-H].
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5-(2’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid ethyl este(9a). The crude
was prepared according to general procedure Bregdrom 8a (273 mg, 0.8 mmol) and was
purified by flash silica column chromatography gsityclohexane/ethyl acetate (9:1 to 8:2)
as eluent to affor@a as a beige solid (150 mg, 44%)19815BrOs. m.p. 155 -157°C.1H
NMR (400 MHz, DMSO-@) 6 1.35 (t, 3HJ = 7.1 Hz, COCHCH3), 4.39 (q, 2H,J = 7.1 Hz,
COCH2CHg), 5.23 (s, 2H, 08>), 6.80 (s, 1HH3), 7.15 (d, 1HJ = 8.0 Hz,Hs or Hg), 7.28
(dd, 1H,J = 0.7 Hz,J = 8.5 Hz,He or Hg), 7.32 (td, 1HJ = 1.7 Hz, J = 7.8 Hz,Hs), 7.50
(td, 1H,J =1.1 Hz,J = 7.5 Hz,H%), 7.67 (dd, 1HJ) = 1.1 Hz,J = 7.1 Hz,Hz3), 7.79 (t, 1HJ

= 8.4 Hz,H7), 8.10 (dd, 1HJ = 1.5 Hz,J = 7.7 Hz,He). 13C NMR (100 MHz, DMSO-4) §
13.9 (OCHCHpg), 62.6 (ACH2CHzg), 69.8 (GCH2), 108.9 and 110.80 andCs), 114.7 C10),
115.5 Cs), 121.1 C2), 127.9 Cs), 129.2 C¢), 129.6 Cs), 132.2 C3), 135.5 C7), 135.7
(Cr), 150.3 C2), 157.3 and 157.5Cs andCo), 161.0 CO), 176.5 C4). MS (ESI) m/z 403
("°Br), 405 £1Br) [M+H]*.

5-(3’-Bromobenzyloxy)-4-oxo4H-chromene-2-carboxylic acid ethyl este(9b). The crude
was prepared according to general procedure Brejdrom 8b (3 g, 9.4 mmol) and washed
with diethyl ether to affor@b as a yellow solid (2 g, 50%).16H15BrOs. m.p. 147-149°CH
NMR (400 MHz, DMSO-6) 6 1.75 (t, 3H,J = 7.2 Hz, OCHCH3), 4.80 (q, 2HJ = 7.2 Hz,
OCH2CHs), 5.69 (s, 2H, 08>), 7.22 (s, 1HH3), 7.12 (d, 1H,J = 8.0 Hz,Hes Or Hs), 7.25 (d,
1H,J =8.0 Hz,HsOr Hs), 7.38 (t, 1HJ = 7.8 Hz,H~'), 7.54 (d, 1HJ = 7.8 Hz,H4), 7.60 (d,
1H,J = 7.8 Hz,He), 7.77 (t, 1HJ = 8.0 Hz,H7), 7.92 (s, 1H, sH2). 13C NMR (100 MHz,
DMSO-a) 6 13.9 (OCHCHz3), 62.6 (@CH2CHs), 69.0 (CCH2), 109.0 and 110.60s and Cs),
114.7 Cio), 115.5 C3), 121.7 C3), 125.6 Ce), 129.4 C2), 130.3 and 130.50 andCs),
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135.3 C7), 139.6 C1), 150.2 C2), 157.3 and 157.680% andCs), 160.0 CO), 176.5 C4). MS
(ESI)m/z425 [°Br), 427 £'Br) [M+Na]".
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5-(2’-Fluorobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid ethyl ester (9c)The crude
was prepared according to general procedure Brejegrom 8c (900 mg, 3.5 mmol) and was
purified by flash silica column chromatography gsityclohexane/ethyl acetate (1:0 to 8:2)
as eluent to affor@c as a white solid (265 mg, 24%)1815F0s. m.p 156-157°CH NMR
(400 MHz, DMSO-d) 6 1.34 (t, 3H,J = 7.1 Hz, OCHCHs), 4.38 (q, 2H,J = 7.1 Hz,
OCH2CHs), 5.29 (s, 2H, 08>), 6.76 (s, 1HH3), 7.18-7.31 (m, 4HHs, Hs, Hz, Hs), 7.39-
7.45 (m, 1HHs), 7.76 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7), 7.92 (dt, 1H,J = 1.5 Hz,J = 7.5 Hz,Hs). 13C
NMR (100 MHz, DMSO-@) 6 13.9 (OCHCH?3), 62.6 (CCH2CHs3), 64.5 (GCH2), 109.1 and
110.7 Cs andCsg), 114.7, 114.9, 115.1, 115.€5 Ci0 andCz or Cg), 123.6 and 123.8%),
124.5 Cs or Cs'), 129.6, 129.7 and 129.€4, C4 andCs), 136.4 C7), 150.2 ), 157.3 and
157.7 Cs andCg), 158.4, 160.0¢0), 160.9, 176.4Qs). MS (ESI) m/z 343 [M+H]", 365
[M+Na]™.
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5-(3’-Fluorobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid ethyl ester (9d)The crude
was prepared according to general procedure Brejarom 8d (1.5 g, 5.7 mmol) to afford
9d as white solid (1.7 g, 87%).16H15FOs. m.p. 108-109°CH NMR (400 MHz, DMSO-g)
§ 1.34 (t, 3H,J = 7.1 Hz, OCHCHs3), 4.38 (q, 2H,J = 7.1 Hz, OG,CHs), 5.30 (s, 2H,
OCHy), 6.80 (s, 1HHs3), 7.11-7.26( m, 2HHs or Hg, Ha), 7.26 (d, 1H,) = 8.4 Hz,Hs or Hg),
7.41-7.47 (m, 2HHs, He), 7.56 (d, 1HJ = 10.3 Hz,H2), 7.76 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H). 13C
NMR (100 MHz, DMSO-@) § 13.9 (COCHCH?3), 62.6 (CACH2CHs), 69.1 (GCH>), 109.0
and 110.6 Cs andCsg), 113.3 and 113.50), 114.1 and 114.3%), 114.7 Cio), 115.4 Ca),
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122.4 Cs), 130.2 and 130.30%), 135.3 C7), 139.7 and 139.80¢), 150.2 C,), 157.3 and
157.6 Cs andCs), 160.0 CO), 161.1 and 163.5%), 176.5 Ca). MS (ESI)m/z343 [M+H]".
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5-(4’-Fluorobenzyloxy)-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylic acid ethyl este(9e) The crude
was prepared according to general procedure Brsjaiom 8e (1.2 g, 4.6 mmol) and was
washed with diethyl ether to affofie as a yellowish solid (590 mg, 39%)10815FO0s. m.p.
125-126°C.H NMR (400 MHz, DMSO-d) & 1.34 (t, 3H,J = 7.1 Hz, OCHCH?3), 4.38 (q,
2H,J = 7.2 Hz, O®CHs), 5.25 (s, 2H, O8>), 6.77 (s, 1HHS3), 7.13 (d, 1HJ) = 7.7 Hz,Hs
or Hg), 7.25 (m, 3HHs or Hg, Hz), 7.66 (m, 1HH>), 7.75 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7). 13C NMR
(100 MHz, DMSO-@) 6 13.9 (OCHCHs3), 62.6 (CCH2CHa), 69.4 (CCH>), 109.1 and 110.5
(C7 andCg), 114.7 Cio), 115.0, 115.2 and 115.8{ andCs), 128.9 and 129.0%;), 132.9
(Cr), 135.3 C7), 150.2 C2), 157.3 and 157.8C6 and Cy), 160.1 CO), no signal forCy,
176.4 Ca). MS (ESI)m/z343 [M+H]*, 365 [M+Na].
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5-(3',4’-Difluorobenzyloxy)-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylic acid ethyl ester (9f).The
crude was prepared according to general procedwtafing from8f (900 mg, 3.2 mmol)
and was purified by flash silica column chromatpima using cyclohexane/ethyl acetate
(100:0 to 50:50) as eluent to aff@flas a white solid (200 mg, 18%)1H14F0s. m.p. 145-
146°C.1H NMR (400 MHz, DMSO-d) & 1.34 (t, 3H,J = 7.1 Hz, OCHCHSa), 4.38 (g, 2H,)

= 7.1 Hz, O®2CHs), 5.26 (s, 2H, O8>), 6.80 (s, 1HHs3), 7.12 (d, 1HJ = 8.0 Hz,He or
Hg), 7.25 (d, 1HJ = 7.9 Hz,Hs or Hg), 7.46-7.50 (m, 2HH2, Hs), 7.75-7.80 (m, 2HHe',
H7). 13C NMR (100 MHz, CDCY4) § 13.9 (OCHCHz3), 62.6 (QCH2CHz), 68.7 (QCH2), 109.0
and 110.7 €s andCs), 114.7 Cio), 115.5 Cs), 115.7 and 115.9%), 117.3 and 117.50¢),
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123.3 C2), 134.6 Cr), 135.4 C7), 147.4 and 148.40% andCx), 150.3 C2), 157.2 and 157.5
(CsandCs), 160.0 CO), 176.5 Cs). MS (ESI)m/z361 [M+H]", 383 [M+Na].

5-(2’-Bromobenzyloxy)-4-oxo4H-chromene-2-carboxylic acid (10a) The crude was
prepared according to general procedure C staiomy 9a (150 mg, 0.4 mmol) to affortiOa
as a white solid (103 mg, 74%):4811BrOs. m.p. 244-245°CH NMR (400 MHz, DMSO-
ds) 5 5.22 (s, 2H, O6), 6.74 (s, 1HHS3), 7.13 (d, 1H,) = 8.2 Hz,Hso0r Hg), 7.25 (d, 1H,) =
8.1 Hz,Hso0r Hg), 7.30 (td, 1HJ = 1.6 Hz,J = 7.8 Hz,H4), 7.49 (td, 1HJ =1.0HzJ=7.6
Hz, Hs), 7.67 (dd, 1HJ = 0.9 Hz,J = 7.9 Hz,H3), 7.77 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7), 8.11 (d, 1H,
J = 7.6 Hz,Hs). 13C NMR (100 MHz, DMSO-@) & 69.8 (CCH>), 108.7 and 110.906 and
Cs), 114.7 C10), 115.0 C3), 121.1 C2), 127.9 Cs), 129.2 Cs), 129.6 Cs), 132.2 C3),
135.3 C7), 135.8 Cy1'), no signal forC,, 157.4 and 157.83 andCo), 161.4 CO), 176.9 Cs).
MS (ESI)m/z373 (°Br), 375 £1Br) [M-H] .

5-(3’-Bromobenzyloxy)-4-oxo4H-chromene-2-carboxylic acid (10b) The crude was
prepared according to general procedure C stafitimg 9b (1.8 mg, 4.5 mmol) to affordiOb
as a beige solid (821 mg, 49%):7811BrOs. m.p. > 230°C (decomposed)H NMR (400
MHz, DMSO-d) § 5.26 (s, 2H, O8), 6.74 (s, 1HHSs), 7.07 (d, 1H, = 8.2 Hz,Hs or Hy),
7.20 (d, 1HJ = 8.4 Hz,He Or Hg), 7.37 (t, 1HJ = 7.8 Hz,Hs), 7.51 (d, 1H,J = 7.8 Hz,Hg¢),
7.60 (d, 1HJ = 7.8 Hz,H4), 7.72 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7), 7.92 (s, 1HH2). ¥3C NMR (100
MHz, DMSO-d) 6 69.0 (OCH2), 108.6 and 110.70s andCs), 114.4 and 114.7C andCo),
121.7 Cs), 125.6 Cs'), 129.4 C2), 130.3 and 130.83y andCs), 134.9 C7), 139.7 C1), no
signal forC,, 157.5 and 157.6Cs andCo), 161.5 COOH), 177.2 C4). MS (ESI) m/z373
("°Br), 375 £1Br) [M-H] ", 397 (°Br), 399 #'Br) [M+Na]".
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5-(2’-Fluorobenzyloxy)-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylic acid (10c). The crude was
prepared according to general procedure C staftog 9c (265 mg, 0.8 mmol) and was
washed with diethyl ether to affoddcas a white solid (157 mg, 65%)1811FOs. m.p. 213-
214°C.'H NMR (400 MHz, DMSO0-d) 5 5.29 (s, 2H, O€l,), 6.73 (s, 1HH3), 7.16-7.31 (m,
4H, He, Hg, Hs', He?), 7.38-7.42 (m, 1HHs), 7.75 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7), 7.93 (td,J = 1.6
Hz,J = 7.6 Hz,Hs). 13C NMR (100 MHz, DMSO-4d) 5 64.5 (CCH2), 108.9 and 110.83
andCsg), 114.7, 115.0 and 115.24, Cio, Cs or Cg’), 123.7 and 123.8%'), 124.5 and 124.6
(CzorCe), 129.7, 129.8 and 129.€4, C4 andCs’), 135.3 C7), 151.4 o), 157.4 and 157.7
(Cs andCy), 161.5 CO), 176.8 C4). MS (ESI)m/z313 [M-H], 315 [M+H]", 337 [M+Nal.

5-(3’-Fluorobenzyloxy)-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylic acid (10d). The crude was
prepared according to general procedure C stdiriomg9d (1.2 g, 3.5 mmol) to affordOd as
a white solid (840 mg, 76%).1@411FOs. m.p. 241-242°CH NMR (400 MHz, DMSO-d) &
5.29 (s, 2H, O®), 6.76 (s, 1HH3), 7.10-7.16 (m, 2HHs or Hs, Ha), 7.22 (d, 1HJ = 8.5
Hz, Hs or Hg), 7.41-7.48 (m, 2HHs, He'), 7.56 (d, 1HJ = 10.2 Hz,H>), 7.77 (t, 1HJ = 8.4
Hz, Hv7). 3C NMR (100 MHz, DMSO-d) 6 69.1 (CCH>), 108.8 and 110.63 andCs), 113.3
and 113.5C2), 114.0 and 114.20), 114.7 C10), 115.2 C3), 122.4 Ce), 130.2 and 130.3
(Cs), 135.2 C7), 139.8 and 139.9C%’), 151.2 C2), 157.4 and 157.6Cs and Cg), 161.5
(COOH), 163.5Cz), 176.8 Cs). MS (ESI)m/z313 [M-HT, 315 [M+H]", 337 [M+Na].
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5-(4’-Fluorobenzyloxy)-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylic acid (10e) The crude was
prepared according to general procedure C staftoig 9e (500 mg, 1.5 mmol) and was
washed with diethyl ether to affoddeas a yellowish solid (220 mg, 47%).p. 178-179°C.
Ci17H11FOs. *H NMR (400 MHz, DMSO-g) § 5.24 (s, 2H, O#>), 6.69 (s, 1HHs), 7.10 (d,
1H, J = 8.3 Hz,Hs or Hsg), 7.20 (d, 1HJ = 8.5 Hz,He or Hg), 7.22-7.26 (m, 2HHz3'), 7.65-
7.69 (m, 2H,H2), 7.72 (t, 1H,J = 8.4 Hz,H7). 3C NMR (100 MHz, DMSO-d) § 69.3
(OCHz2), 108.8 Cs 0r Cg), 110.6 Ce Or Cg), 114.7 Ci0), 115.0 Cs), 115.2 C3z), 128.9 and
130.0 C> andCy), 133.0 and 133.1Q¢'), 134.9 C7), no signal forC», 157.5 and 157.80¢
andCo), 161.4 COOH), 166.9 C4). MS (ESI)m/z313 [M-H]".

7 97072
8

5-(3’, 4’-Difluorobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid (10f) The crude was
prepared according to general procedure C stafitomg 9f (196 mg, 0.5 mmol) to affortlOf
as a white solid (142 mg, 79%)1810F20s. m.p. 198-199°C*H NMR (400 MHz, DMSO-
ds) 8 5.25 (s, 2H, O6>), 6.74 (s, 1HH3), 7.10 (d, 1HJ = 7.9 Hz,Hsor Hg), 7.23 (d, 1H,] =
7.7 Hz,He or Hg), 7.46-7.48 (m, 2HH2, Hs), 7.73-7.81 (m, 2HHe, H7). 23*C NMR (500
MHz, DMSO-d) 6 68.6 (OCH2), 108.8 and 110.70s andCs), 114.7 Cio), 115.1 C3), 115.7
and 115.8 Cs), 117.3 and 117.5C¢), 123.2, 123.3, 123.3 and 123G32{, 134.7, 134.7,
134.7 and 134.831), 135.2 C7), 147.7, 147.8, 148.4 and 148G, 149.6, 149.7, 150.3 and
150.4 Cs), 151.5 C2), 157.4 and 157.5C0 andCo), 161.5 COOH), 176.9 C4). MS (ESI)
m/z331 [M-HJ.
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5-(2’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2-(5-methoxy-H-indol-
3-yl)-ethyl]-amide (11a) The crude was prepared according to general guveeD starting
from 10a (103 mg, 0.3 mmol) and 5-methoxytryptamine hydtogtie (105 mg, 0.55 mmol)
and was purified by flash silica column chromatpimg using dichloromethane/methanol
(95:5) as eluent to affortllaas a white solid (36 mg, 24%)24E123BrN2Os. m.p. 204-205°C.
'H NMR (400 MHz, DMSO0-d) 5 2.95 (t, 2H,J = 7.6 Hz, NHCHCH,), 3.56 (g, 2HJ = 7.1
Hz, NHCH2CH>), 3.74 (s, 3H, O83), 5.23 (s, 2H, O8>), 6.69 (s, 1HH3), 6.71 (dd, 1H, =
2.4 Hz,J = 8.8 Hz,H¢), 7.08 (d, 1H,J = 2.3 Hz,He¢), 7.15 (d, 1H,J = 8.2 Hz,Hs or Hg), 7.17
(d, 1H,J = 2.2 Hz,Ha), 7.23 (d, 1HJ = 8.6 Hz,Hs), 7.28-7.34 (m, 2HHes or Hg, Hs’), 7.50
(td, 1H,J=1.1 Hz,J = 7.6 Hz,H5), 7.67 (dd, 1HJ) = 1.1 Hz,J = 8.0 Hz,Hz), 7.80 (t, 1HJ
= 8.4 Hz,H7), 8.12 (dd, 1H,J = 1.5 Hz,J = 7.7 Hz,Hg¢), 9.20 (t, 1HJ = 5.7 Hz, COM),
10.7 (s, 1H, indole N). 3C NMR (500 MHz, DMSO-d) § 24.9 (NHCHCH?>), under peak of
DMSO (NHCH2CHz), 55.4 (QCH3), 70.0 (GCH2), 100.1 Cc), 108.8 and 110.5Cs and Cs),
111.1 and 111.23¢ andCy), 112.0 and 112.10z andCs), 114.5 Cio), 121.1 C2), 123.5 Ca),
127.6 Cn), 127.9 Cs), 129.2 Ce), 129.6 Ca), 131.4 Cy), 132.2 C3z), 135.2 C7), 135.8
(Cr), 153.0 Cq), 153.7 C2), 157.1 and 157.55 andCo), 158.9 CO), 176.6 C4). MS (ESI)
m/z 547 (°Br), 549 @Br) [M+H]*, 545 (°Br), 547 @'Br) [M-H]". Anal. Calcd for
CasH23BrN20s, C, 61.43; H, 4.24; N, 5.12; Found: C, 61.74; 224N, 5.12.

\Ode

5-(3’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2-(5-methoxy-H-indol 3-

yl)-ethyl]-amide (11b). The crude was prepared according to general proeddustarting
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from 10b (0.6 g, 1.7 mmol) and 5-methoxytryptamine hydrodide (323 mg, 1.7 mmol) and
was recrystallized in ethyl acetate/toluene (lafford11b as a cream solid (456 mg, 49%).
CagH23BrN20s. m.p. 199-200°CH NMR (400 MHz, DMSO-d) § 2.95 (t, 2H,J = 6.8 Hz,
NH2CH.CH2), 3.57 (q, 2H,J = 6.8 Hz NHCH2CHy), 3.74 (s, 3H, O83), 5.27 (s, 2H,
OCHy), 6.69 (s, 1HH3), 6.70-6.73 (dd, 1H] = 2.4 Hz,J = 8.7 Hz,H¢), 7.08 (d, 1HJ = 1.8
Hz, Hc), 7.10 (d, 1HJ = 8.3 Hz,Hs orHg), 7.17 (d, 1HJ = 1.7 Hz,HJ), 7.23 (d, 1HJ = 8.7
Hz, Hy), 7.26 (d, 1HJ = 8.3 Hz,He or Hs), 7.38 (t, 1HJ = 7.8 Hz,Hs"), 7.52 (d, 1HJ = 8.0
Hz, Hs), 7.60 (d, 1H,) = 7.6 Hz,He), 7.77 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7), 7.91 (s, 1HH2), 9.19 (t,
1H,J = 5.2 Hz, COM), 10.68 (s, 1H, indole N). 3C NMR (100 MHz, DMSO-¢) 6 24.9
(NHCH2CH_), under peak of DMSO (NEH>CH), 55.2 (GCHs3), 69.0 (GCH2), 100.2 Co),
108.9 and 110.7Gs andCsg), 111.1 and 111.23 andCy), 112.0 and 112.105 andC), 114.5
(Ci0), 121.7 C3), 123.4 Ca), 125.6 Ce), 127.5 Cn), 129.4 C2), 130.3 Cs), 130.5 Cs),
131.4 Cy), 135.0 C7), 139.7 Cr), 153.0 Ca), 153.6 C2), 157.0 Co), 157.6 Cs), 158.9 CO),
176.6 Cs). MS (ESI) m/z569 (°Br), 571 €'Br) [M+Na]*; Anal. Calcd for C2gH23BrN20s,
C,61.43; H, 4.24; N, 5.12; Found: C, 59.73; H94I4, 4.82.
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5-(2’-Fluorobenzyloxy)-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylic acid [2-(5-methoxy-H-indol-
3-yl)-ethyl]-amide (11c).The crude was prepared according to general proeddustarting
from 10c (157 mg, 0.5 mmol) and was recrystallized in awétite to afford11c as a white
solid (18 mg, 7%). &H23FN2Os. m.p. 216-217°C1H NMR (400 MHz, DMSO-d) & 2.95 (t,
2H,J = 7.5 Hz, NHCHCHy), 3.56 (g, 2HJ = 6.7 Hz, NHGH2CH), 3.73 (s, 3H, O83), 5.29
(s, 2H, O®H2), 6.66 (s, 1HH3), 6.71 (m, 1HHe), 7.07 (M, 1HHc), 7.17-7.29 (M, 6HHs, Hs,
Ha, Hr, H3, He'), 7.41 (m, 1HHs), 7.78 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7), 7.95 (t, 1HJ = 7.5 Hz,Hy4),
9.21 (t, 1HJ = 5.5 Hz, CONH), 10.69 (s, 1H, indole N). *3C NMR (100 MHz, DMSO-d) &
24.9 (NHCHCHy>), under peak of DMSO (NEH.CHy), 55.3 (CCH3), 64.5 (GCH2), 100.1
(Cc), 108.9 and 110.80s andCg), 111.1 and 111.2C¢ and Cp), 112.1 Cs and Cy), 114.5,
115.0 and 115.2Qz and Ci0), 123.4 Ca), 123.7 and 123.9C¢), 124.5 Ce), 127.6 Ch),
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129.6 and 129.7 and 129.8 and 12909,C«+ and Cs), 131.4 Cg), 135.0 C7), 153.0 Ca),

153.6 C2), 157.0 Co), 157.7 Cs), 158.4, 158.9C0), 160.8, 176.5Gs). MS (ESI) m/z485

[M-H]", 487 [M+H]', 509 [M+Na]. Anal. Calcd for CzsH2FN20s, C, 69.13; H, 4.77; N,
5.76; Found: C, 69.09; H, 4.81; N, 6.13.

\Ode

5-(3’-Fluorobenzyloxy)-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylic acid [2-(5-methoxy-H-indol-
3-yb)-ethyl]l-amide (11d) The crude was prepared according to general guveeD starting
from 10d (370 mg, 1.2 mmol) and was washed with diethykeetio afford11d as a white
solid (300 mg, 51%). £H23FN2Os. m.p. > 260°C decompositionH NMR (400 MHz,
DMSO-as) 6 2.95 (t, 2H,J = 7.6 Hz, NHCHCH2), 3.57 (q, 2HJ = 7.4 Hz, NHG1.CH>),
3.75 (s, 3H, OEl3), 5.29 (s, 2H, OHy), 6.69 (s, 1HH3), 6.71 (dd, 1HJ = 2.4 Hz,J = 8.7
Hz, He), 7.08 (d, 1HJ = 2.3 Hz,Ho), 7.11 (d, 1HJ = 8.3 Hz,Hs or Hg), 7.15 (m, 1HH4),
7.17 (d, 1HJ = 2.2 Hz,HaJ), 7.23 (d, 1H,) = 8.8 Hz,Hr), 7.26 (d, 1H,J = 8.0 Hz,Hs or Hs),
7.41-7.49 (m, 2HHs, He), 7.57 (m, 1HH2), 7.77 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7), 9.19 (t, 1HJ =
5.8 Hz, COM), 10.68 (s, 1H, indole N). *C NMR (100 MHz, DMSO-¢) § 24.9
(NHCH2CH), under peak of DMSO (NEH2CH), 55.3 (CCH3), 69.1 (CCH2), 100.1 C.),
108.9 and 110.60s andCg), 111.1 Ce), 111.2 Cp), 112.0 and 112.1C5 andCy), 113.3 and
113.5 C2'), 114.0 and 114.3%), 114.5 Cio), 122.4 C¢), 123.4 Ca), 127.5 Cr), 130.2 and
130.3 Cs), 131.4 Cg), 135.0 C7), 139.8 Cr’), 153.0 C2), 153.6 Cu), 157.0 and 157.6C6
and Co), 158.9 CO), 161.1 and 161.5C¢), 176.6 Ca). MS (ESI) m/z 485 [M-H], 521
[M+CI] . Anal. Calcd for C2sH23FN2Os, C, 69.13; H, 4.77; N, 5.76;

Found: C, 36.68; H, 4.62; N, 3.27.

Note : in this case we expect that an error ocadidering the experiment (apparatus

or wrong sample)
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5-(4’-Fluorobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2-(5-methoxy-H-indol-
3-yl)-ethyl]-amide (116. The crude was prepared according to generakgtoe B starting
from 10e (180 mg, 0.6 mmol) and 5-methoxytryptamine hydtogtie (114 mg, 0.6 mmol)
and was precipitated with diethyl ether to affdrtle as a yellow solid (118 mg, 50%).
CagH23FN20s. m.p. 234-236°C.1H NMR (400 MHz, DMSO-@) & 2.95 (t, 2H,J = 7.8 Hz,
NH2CH:CHz), 3.56 (q, 2H,J = 6.7 Hz, NH®GCH), 3.74 (s, 3H, O83), 5.24 (s, 2H,
OCHpy), 6.67 (s, 1HH3), 6.72 (dd, 1HJ = 2.4 Hz,J = 8.7 Hz,Hg), 7.07 (d, 1HJ = 2.4 Hz,
Ho), 7.12 (d, 1HJ = 8.0 Hz,Hs or Hg), 7.17 (d, 1H. = 2.3 Hz,Ha), 7.22-7.27 (m, 4HH3,
Heor Hs, Hr), 7.67 (m, 2HH2), 7.76 (t, 1H, = 8.4 Hz,H7), 9.18 (t, 1H,) = 5.8 Hz, CONH),
10.7 (s, 1H, indole N). 3C NMR (100 MHz, DMSO-d) § 24.8 (NHCHCHy>), under peak of
DMSO (NHCH2CHz), 55.3 (ACH3), 69.3 (CCH2), 100.1 Cc), 109.0 and 110.50s andCs),
111.1 and 111.23, andCy), 112.1 Ce), 114.5 Ci0), 115.0 and 115.2andCs), 123.4 Ca),
127.5 Cn), 128.9 and 129.00 andCys), 131.4 Cg), 133.0 Cr’), 134.9 C7), 153.0 and 153.6
(C2 andCy), 157.0 and 157.83 andCg) 158.9 CO), 176.5 C4). MS (ESI)m/z487 [M+H]",
509 [M+Na] . Anal. Calcd for C2sH23FN20s, C, 69.13; H, 4.77; N, 5.76; Found: C, 68.63;
H, 4.63; N, 5.66.

\Ode

5-(3’, 4’-Difluorobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2-(5-methoxy-H-
indol-3-yl)-ethyl]-amide (11f). The crude was prepared according to general proeedu
starting from10f (142 mg, 0.4 mmol) and was recrystallized in audtite to afford11f as a
white solid (13.5 mg, 5%). 8H22F2N20s. m.p. 234-236°CH NMR (400 MHz, DMSO-@)
§ 2.95 (t, 2H,J = 7.7 Hz, NHCHCHy), 3.57 (g, 2HJ = 6.7 Hz, NHGH,CH,), 3.74 (s, 3H,
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OCHa), 5.25 (s, 2H, OB), 6.69 (s, 1HH3), 6.71 (dd, 1H,) = 2.4 Hz,J = 8.7 Hz,H¢), 7.08
(d, 1H,J = 2.3 Hz,Hc), 7.10 (d, 1H,) = 8.3 Hz,Hs Or Hg), 7.17 (d, 1H,J = 2.2 Hz,Ha), 7.23-
7.27 (m, 2HHs or Hg andHy), 7.46-7.50 (m, 2HH2, Hs), 7.75-7.81 (m, 2HH7, He), 9.19
(t, 1H,J = 5.8 Hz, CONH), 10.7 (s, 1H, indole N). 3C NMR (100 MHz, DMSO-g) & 24.9
(NHCH;CHy), 30.7 (NHCH2CHy), 55.3 (QCH3), 68.6 (QCH2), 100.2 C), 108.9 and 110.7
(Cs andCg), 111.1 and 111.2% andCs), 112.0 and 112.1C¢ andCs), 114.5 Ci0), 115.7 and
115.9 Cs), 117.3 and 117.5%'), 123.2, 123.3, 123.3 and 123G, 123.4 Ca), 127.5 Cn),
131.4 Cg), 134.6, 134.7, 134.7 and 134@:{, 135.0 C7), 147.4, 147.5, 148.1 and 148.2
(Cz), 149.9, 150.0, 150.6 and 15004, 153.0 Ca), 153.7 C2), 157.0 and 157.80 andCa),
158.9 CO), 176.6 C4). MS (ESI)m/z503 [M-H[, 505 [M+H]", 527 [M+Na]. Anal. Calcd
for C2sH22F2N20s: C, 66.65; H, 4.40; N, 5.55. Found: C, 66.57; B64N, 5.49.

o] Synthesis of compouri®

6-(4’-Methoxybenzyloxy)-2-hydroxyacetophenone (12)The crude was prepared according
to general procedure A starting from 2,6-dihydraetaphenone (2 g, 1.3 mmol) and 4-
methoxybenzyl chloride (244 mg, 1.6 mmol) and wasified by flash silica column
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate) (82 eluent to afford2 as a cream
coloured solid (1.3 g, 36%).16H1604. m.p. 125-127°C*H NMR (400 MHz, DMSO-d) &
2.50 (s, 3H, CO83), 3.76 (s, 3H, O85), 5.08 (s, 2H, OH>), 6.50 (d, 1H,J = 8.1 Hz Hsor
Hs), 6.66 (d, 1HJ = 8.1 Hz,H3 or Hs), 6.95 (dd, 2HJ) = 1.9 Hz,J = 8.4 Hz,H>), 7.31 (t, 1H,

J = 8.1 Hz,Ha), 7.40 (d, 2H,J = 8.4 Hz,Hs), 11.80 (s, 1H, @). 13C NMR (100 MHz,
CDCls) 6 33.1 (CQCH3), 55.1 (ACH3), 70.0 (GCH2), 103.4 and 109.4Gs and Cs), 113.8
(C3), 114.3 C1), 128.3 and 129.7C; andCs), 134.1 C1), 158.5, 159.1 and 160.C4 Cs
andCy), 203.7 CO). MS (ESI)m/z271 [M-H]..
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5-Hydroxy-4-oxo0-4H-chromene-2-carboxylic acid ethyl este(13). To a solution o (2 g,
5.0 mmol) inanhydrous ethanol under argon was added activadéd @.1 g/mmol). The
resulting mixture was stirred at room temperature ¥ hours under Henvironment. The
Pd/C was filtered through a pad of celite and tlteafe was concentrated under reduced
pressure. The obtained solid was washed with diethyer to affordl3 as a yellow solid (676
mg, 58%). GzH100s. m.p. 143-145°CH NMR (400 MHz, DMSO-@) & 1.35 (t, 3H,J = 7.2
Hz, OCHCHj3), 4.39 (q, 2HJ = 7.2 Hz OCH2CHa), 6.88 (dd, 1HJ = 0.6 Hz,J = 8.2 Hz,Hs
or Hg), 6.98 (s, 1HH3), 7.18 (dd, 1H,J = 0.7 Hz,J = 8.4 Hz,Hs Or Hg), 7.75 (t, 1HJ = 8.4
Hz, H7), 12.16 (s, 1H, @). ¥3C NMR (100 MHz, DMSO-d) & 13.8 (OCHCHs3), 62.9
(OCH2CHs), 107.9 Cs or Csg), 111.2 Ci0), 111.6 Cs or Cg), 112.7 (Cs), 137.1 (C7), 153.2
(C2), 155.6 and 159.436 and Co), 159.7 COO), 183.4 C4). MS (ESI)m/z235 [M+H]", 257
[M+Na]™.

>
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5-(4’-Methoxybenzyloxy)-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylic acid ethyl ester (14).The
crude was prepared according to general procedwtarfing from13 (500 mg, 2 mmol) and
4-methoxybenzylchloride (376 mg, 2.4 mmol) and washed with diethyl ether to affoda!
as a creamy brown solid (390 mg, 55%)0HGs0s. m.p. 127-130°C.*H NMR (400 MHz,
DMSO-as) 6 1.33 (t, 3HJ = 7.2 Hz OCHCH?3), 3.75 (s, 3H, O83), 4.37 (q, 2HJ = 7.2 Hz
OCH2CHsg), 5.17 (s, 2H, O8), 6.73 (s, 1HH3), 6.95 (m, 2HHz3), 7.11 (d, 1HJ = 8.4 Hz,
Hsor Hg), 7.20 (d, 1HJ = 8.4 Hz,Hs0r Hg), 7.49 (d, 2HJ = 8.8 Hz,H>), 7.72 (t, 1HJ = 8.4
Hz, H7). ¥*C NMR (100 MHz, DMSO-d) & 13.5 (OCHCHs), 55.1 (GCHs), 62.5
(OCH2CHa), 69.9 (GCH>), 109.2 and 110.33 andCsg), 113.7 Cs), 114.8 (Go), 115.4 C3),
128.5 and 128.60> andCy), 135.2 C1'), 150.1 C2), 157.3 and 158.1 and 158@8s( Cy and
Cs), 160.0 CO), 176.3 C4). MS (ESI)m/z377 [M+Na]".
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5-(4’-Methoxybenzyloxy)-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylic acid (15). The crude was
prepared according to general procedure C staftorg 14 (373 mg, 1.1 mmol) and was
washed with diethyl ether to affoddb as a cream solid (231 mg, 62%).8ld1406. m.p. 130-
131°C.1H NMR (400 MHz, DMSO-d) 5 3.76 (s, 3H, O6l3), 5.17 (s, 2H, Of>), 6.71 (s,
1H, Hs), 6.96 (m, 2HHz), 7.10 (d, 1H,J = 8.2 Hz,He or Hg), 7.19 (d, 1HJ = 8.4 Hz,Hs or
Hs), 7.50 (m, 2HH>'), 7.71 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d) § 55.1
(OCHg3), 69.9 (GCH2), 109.0 and 110.3Cs and Cs), 113.7 Cs), 114.7 Ci0), 115.1 C3),
128.6 C7 andC>), 135.0 Cr), 151.4 C2), 157.4, 158.0 and 158.&4, Co andCs), 161.5
(CO), 176.7 C4). MS (ESI)m/z325 [M-H], 327 [M+H]', 349 [M+Na].
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5-(4’-Methoxybenzyloxy)-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylic  acid  [2-(5-methoxy-H-
indol-3-yl)-ethyl]-amide (16). The crude was prepared according to general guseeD
starting from15 (201 mg, 0.6 mmol) and 5-methoxytryptamine hydfodte (114 mg, 0.6
mmol) to afford16 as a cream solid (61 mg, 20%kdd26N20s. m.p. 202-204°CH NMR
(400 MHz, DMSO-@) & 2.95 (t, 2H,J = 7.4 Hz,NCHxCH>), 3.56 (g, 2H,J = 6.6 Hz,
NCH>CHg), 3.73 (s, 3H, 0O83), 3.76 (s, 3H, O83), 5.18 (s, 2H, Of&>), 6.65 (s, 1HH3),
6.71 (dd, 1HJ = 2.0 Hz,J = 8.4 Hz,H¢), 6.96 (d, 2HJ = 8.5 Hz,H3), 7.07 (d, 1HJ = 2.2
Hz, Hc), 7.11 (d, 1HJ = 8.4 Hz,Hs or Hs), 7.16 (d, 1HJ = 1.9 Hz,HaJ), 7.22 (m, 2HHe or
Hs, Hr), 7.51 (d, 2HJ = 8.6 Hz,H2), 7.74 (t, 1H,J = 8.4 Hz,H7), 9.17 (t, 1H,J = 7.2 Hz,
CONH), 10.68 (s, 1H, indole N). *3C NMR (100 MHz, DMSO0-¢) § 24.9 (NHCHCH>),
under peak of DMSO (NBH2CH,), 55.1 (GCH3), 55.3 (CCH3), 69.9 (CCH2), 100.2 Co),
109.1 and 110.3Gs andCg), 111.1 and 111.2C; andCs), 112.0 Ce and Cs), 113.7 Cs),
114.5 Cio), 123.4 Ca), 127.5 Cn), 128.5 Cg), 128.6 C2), 131.4 C7), 134.9 Cr), 153.0 and
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153.5 C2 andCy), 157.0 and 158.0Cs and Cy), 158.8 CO), 158.9 Cs), 176.5 Cs). MS
(ESI)m/z521 [M+Na]". Anal. Calcd for C29H26N20s: C, 69.87; H, 5.26; N, 5.62. Found: C,
66.91; H, 5.09; N, 5.37.

11.1.3.4  Modulation of nature and position of groups on thadolic ring - Synthesis of

compounds 17ato 17f
»
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5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2-(H-indol-3-yl)-ethyl]-
amide (17a).The crude was prepared according to general proeddustarting from3 (200
mg, 0.5 mmol) and commercially available tryptaminmyelrochloride (98 mg, 0.5 mmol) and
was purified by flash silica column chromatograpisyng dichloromethane/ methanol (95:5)
as eluent to afford to affortira as a white solid (80 mg, 31%)2#21BrN204. m.p. 221°C.
'H NMR (400 MHz, DMSO-@) 6 2.98 (t, 2H,J = 7.9 Hz, NHCHCH), 3.58 (m, 2H,
NHH2CH), 5.25 (s, 2H, O6>), 6.67 (s, 1HH3), 6.96-7.35 (m, 6HHe, Hs, Ha, Ha, He, Hy),
7.58-7.63 (m, 5HH2, Hz, He), 7.77 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H), 9.20 (t, 1HJ = 5.7 Hz, COM),
10.8 (s, 1H, indole N).*3C NMR (100 MHz, DMSO-g) § 24.8 (NHCHCHy>), under peak of
DMSO (NHCH2CH,), 69.2 (GCH2), 109.0 and 110.60s andCg), 111.4 Cp» andCy), 112.1
(Cs), 114.5 C10), 118.2 and 118.3% andCd), 120.6 Cs), 121.0 Ce), 122.7 Ca), 127.2 Cr),
128.9 C»), 131.2 C3), 135.0 C7), 136.2 and 136.3C¢ and Cg), 153.6 o), 157.0 (Co),
157.7 Cs), 158.9 CO), 176.6 C4). MS (ESI) m/z 539 (°Br), 541 £'Br) [M+Na]*. Anal.
Calcd for C27H21BrN204: C, 62.67; H, 4.10; N, 5.41. Found: C, 62.45; H24 N, 5.48.
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5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylic acid [2-(5-hydroxy-H-indol-3-
yl)-ethyl]-amide (17b). The crude was prepared according to general proeddustarting
from 3 (1 g, 2.66 mmol) and commercially available semate hydrochloride (567 mg, 2.7
mmol) and was washed with diethylether to affditb as a white solid (794 mg, 56%).
Co7H21BrN2Os. m.p. 222-225°CH NMR (DMSO-¢;, 400 MHz)$ 2.88 (t, 2H,J = 8 Hz,
NHCH2CH>), 3.53 (m, 2H, NHE2CH>), 5.24 (s, 2H, O#>), 6.59 (dd, 1HJ = 2.4 Hz,J =
8.8 Hz,He), 6.68 (s, 1HH3), 6.89 (d, 1HJ = 2 Hz,H¢), 7.10-7.14 (m, 3HHs or Hg, Ha, Hs),
7.25 (d, 1H,J = 8.4 Hz,Hes or Hg), 7.60(m, 4H,H>, H3), 7.76 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7), 8.60
(t, 1H,J = 5.6 Hz, COM), 9.17 (s, 1H, indole N). 3C NMR (DMSO-a;, 100 MHz)$ 25.0
(NHCH2CH2), under peak of DMSO (NEH:CHy), 69.2 (QCH2), 102.2 ), 108.9 Cs or
Cg), 110.4 and 110.63 andCs or Cg), 111.3 Ce), 111.7 Cr), 112.1 C3), 114.5 C10), 120.6
(Cs), 123.2 Ca), 127.9 Cn), 128.9 C2), 130.8 Cg), 131.2 C2), 135.0 C7), 136.3 Cv),
150.2 Cq), 153.6 C2) 157.0 Co), 157.7 Cs), 158.9 CO), 176.8 Cs). MS (ESI) m/z 533
("°Br), 535 £Br) [M+H]*. Anal. Calcd for C27H21BrN204: C, 60.80; H, 3.97; N, 5.25.
Found: C, 59.66; H, 3.76; N, 5.41.

/o0

5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-#H-chromene-2-carboxylic acid [2-(5-ethoxy-H-indol-3-
yl)-ethyl]-amide (17c) The crude was prepared according to general guveeE starting
from 17b (200 mg, 0.4 mmol) and iodoethane (56 mg, 0.4 Mmraontl was purified by flash
silica column chromatography, using dichlorometliam@thanol (99:1) as eluent to affatdc
as a white solid (36.5 mg, 17%)29825BrN2Os. m.p. 234-236°CH NMR (DMSO-d;, 400
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MHz) & 1.28 (t, 3H,J = 6.8 Hz, OCHCHa), 2.92 (t, 2H,J = 7.2 Hz, NHCHCH>), 3.53 (q,
2H, J = 6.8 Hz, NHGH,CHy), 3.94 (g, 2H,) = 6.8 Hz, OG1,CHs ), 5.23 (s, 2H, OH>), 6.64
(s, 1H,H3), 6.68 (dd, 1H, = 2.0 Hz,J = 8.4 Hz,H¢), 7.06 -7.24 (m, 5HHs, Hs, Ha, Hc, Hr),
7.58 (m, 4HH2, Hs), 7.74 (t, 1H] = 8.4 Hz,Hy), 9.15 (t, 1H,J = 5.6 Hz, CONH), 10.64 (s,
1H, indole NH). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d) é 14.9 (OCHCHs3), under peak of DMSO
(NHCH2CHy), 24.8 (NHCHCH>), 63.3 (QCH>CHs), 69.2 (GCH2), 101.2 Cc), 109.0 and
110.6 Ce andCg), 111.2 and 111.5C,;, andCy), 111.9 and 112.0C¢ andCz), 114.5 Cio),
120.6 Ca), 123.5 Ca), 127.6 Cr), 128.9 C2), 131.2 Cs3), 131.4 Cg), 134.9 C7), 136.3
(C1), 152.1 and 153.60% andCq), 157.0 and 157.7C6 andCg), 158.9 CONH), 176.5 Ca).
MS (ESI) m/z561 (°Br), 563 €Br) [M+H]*; 583 (°Br), 585 £!Br) [M+Na]*. Anal. Calcd
for C29H2sBrN20s: C, 62.04; H, 4.49; N, 4.99. Found: C, 61.82; 234N, 4.75.

»
3 70 O
Br 4 651043
r | H a
7
8902 er1/NH
o] . 9
f
\/\Ode

5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2-(5-propyloxy-H-indol-
3-yl)-ethyl]-amide (17d)The crude was prepared according to general proedestarting
from 17b (200 mg, 0.4 mmol) and 1-iodopropane (60 mg, Omoin and was purified by
flash silica column chromatography using dichlortdmee/methanol (99:1) as eluent to
afford 17d as a white solid (67 mg, 31%).3d827BrN2Os. m.p. 203-206°C.'"H NMR
(DMSO-as, 400 MHz)$ 0.94 (t, 3H,J = 7.6 Hz, OCHCH.CH3), 1.66 (sex, 2HJ = 7.2 Hz,
OCHCH2CHs), 2.93 (t, 2HJ = 7.2 Hz, NHCHCH_), 3.55 (g, 2H)J = 6.4 Hz, NHCH2CHy),
3.86 (t, 2HJ = 6.4 Hz, O®H2CH2CHj3), 5.23 (s, 2H, 0O&>), 6.66 (s, 1H, k), 6.70 (dd, 1H,)
= 2.0 Hz,J=8.8 HzH¢), 7.15 (M, 5HHe, Hs, Ha, He, Hr), 7.60 (M, 4HH2, Hs), 7.76 (t, 1H,
J = 8.8 Hz,Hy), 9.17 (t, 1H,J = 5.6 Hz, CONH), 10.66 (s, 1H, indole N). 3*C NMR
(DMSO-t5, 100 MHz) 6 10.4 (OCHCH.CHa), 22.2 (OCHCH2CHz), 24.8 (NHCHCH>),
under peak of DMSO (NBH2CH), 69.1 and 69.4 (OH.CH>CHs and GCHy), 101.1 C.),
108.9 and 110.50s andCs), 111.2 and 111.43% andCy), 111.9 and 112.005 andCe), 114.4
(C10), 120.5 Cs), 123.3 Ca), 127.5 Cn), 128.8 C2), 131.1 Cs), 131.3 Cg), 134.8 (Cv),
136.2 Cr), 152.2 Cq), 153.5 C2), 156.9 Co), 157.6 Cs), 158.8 CO), 176.4 C4). MS (ESI)
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m/z 575 (°Br), 577 £Br) [M+H]*; 597 (°Br), 599 f£'Br) [M+Na]*. Anal. Calcd for
C30H27BrN20s: C, 62.62; H, 4.73; N, 4.87. Found: C, 61.92; H,74N, 4.97.

5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2-(5-isopropyloxy-H-
indol-3-yl)-ethyl]-amide (17e) The crude was prepared according to general guveeE
starting from17b (280 mg, 0.5 mmol) and 2-iodopropane (89 mg, 0n%oih and was purified
by flash silica column chromatography using dicbioethane/methanol (99:1) as eluent to
afford 17eas a white solid (90 mg, 30%)zdEl27BrN2Os. m.p. 240-243°C*H NMR (DMSO-
ds, 400 MHz)5 1.20 (s, 3H, OCH(83)2), 1.21 (s, 3H, OCH(83)2), 2.93 (t, 2HJ = 7.5 Hz,
NHCH:CH2), 3.54 (q, 2HJ = 7.0 Hz, NHCGH.CHz), 4.46 (sept, 1H] = 6.0 Hz, OG{(CHa)>),
5.24 (s, 2H, O@B), 6.66 (s, 1HH3), 6.69 (dd, 1HJ) = 2.3 Hz,J = 8.7 Hz,H¢), 7.07-7.26 (m,
5H, He, Hs, Ha, Hc, Hr), 7.60 (m, 4HH2>, Hz), 7.76 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7), 9.17 (t, 1H, J =
5.9 Hz, COM), 10.65 (s, 1H, indole N). *C NMR (DMSO-&, 500 MHz)§ 22.1
(OCH(CHs3)2), 24.9 (NHCHCH?>), under peak of DMSO (NEH2CH>), 69.2 (CGCH(CHz3)2),
70.2 (OCH2), 104.0 Cc), 109.0 and 110.7Cs andCg), 111.3 and 112.0C and ), 112.1
and 113.0 €e andC3), 114.5 Cio), 120.7 Ca), 123.6 Ca), 127.8 Cn), 129.0 C2), 131.3
(Cs), 131.7 Cy), 135.0 C7), 136.3 Cr'), 150.8 Cq), 153.7 C2), 157.1 Co), 157.7 Cs), 159.0
(CO), 176.7 Cs). MS (ESI) m/z 575 (°Br), 576 EBr) [M+H]*. Anal. Calcd for
Cs0H27BrN20s: C, 62.62; H, 4.73; N, 4.87. Found: C, 64.16; H54 N, 4.85.

3 70 O
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5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2-(6-methoxy-H-indol-
3-yl)-ethyl]-amide (17f). The crude was prepared according to general guveeD starting
from 3 (197 mg, 0.5 mmol) and commercially available @hmo&ytryptamine hydrochloride
(100 mg, 0.5 mmol) and was purified by flash silicalumn chromatography using
dichloromethane/ethyl acetate (9:1 to 8:2) as ¢lterafford 17f as a white solid (30 mg,
11%). GgH23BrN2Os. m.p. 190-193°C!H NMR (DMSO-ds, 400 MHz)5 2.93 (t, 2HJ = 7.7
Hz, NHCHCH,), 3.55 (q, 2H,J = 6.5 Hz, NHGH,CH,), 3.74 (s, 3H, O83), 5.24 (s, 2H,
OCH?>), 6.64 (dd, 1H,) = 2.3 Hz,J = 8.6 Hz,Hq), 6.66 (s, 1HH3), 6.83 (d, 1HJ = 2.2 Hz,
Hs), 7.05 (d, 1HJ = 2.2 Hz,Ha), 7.10 (d, 1H,J = 8.1 Hz,He or Hs), 7.25 (d, 1H, J = 8.4 Hz,
He or Hg), 7.45 (d, 1HJ = 8.6 Hz,Hc), 7.60 (m, 4HH>, H3), 7.76 (t, 1HJ = 8.4 Hz,Hy),
9.17 (t, 1HJ = 5.7 Hz, COMH), 10.62 (s, 1H, indole N). 13C NMR (DMSO-d;, 100 MHz)&
24.9 (NHCHCH2), under peak of DMSO (NEH2CHy), 55.1 (QCH3) , 69.2 (QCH2), 94.5
(Cy), 108.5 Cd), 108.9 Cs or Cs), 110.5 Cs 0r Cs), 111.4 Cp), 112.0 C3), 114.5 C10), 118.8
(Co), 120.6 Ca), 121.2 Ca), 121.6 Cn), 128.9 C»), 131.2 Cz), 134.9 C7), 136.3 Cv),
136.9 Cg), 153.6 C2), 155.5 Ce), 157.0 Co), 157.7 Cs), 158.8 CO), 176.5 Cs). MS (ESI)
m/z 545 (°Br), 547 @Br) [M-H]~; 581 (°Br), 583 {Br) [M+Cl]~. Anal. Calcd for
CasH23BrN20s: C, 61.44; H, 4.24; N, 5.12. Found: C, 61.05; 244N, 4.91.

11.L1.3.5 Methylatyion of indolic and amidic nitrogen — Syn#sis of compounds 25a to
25h

o] Synthesis of tryptamine derivatives

N-Ethoxycarbonyltryptamine (18a). The crude was prepared according to general
procedure F starting from commercially availabigtamine (1.9 g, 11.9 mmol) to affoida
as an orange oil (2.5 g, 90%):3816N202. *H NMR (400 MHz, CDC4) 6 1.23 (t, 3HJ=7.1
Hz, OCHCHzs), 2.97 (t, 2HJ = 6.8 Hz, NHCHCH_), 3.52 (m, 2H, NHE.CHy), 4.11 (q, 2H,
J=7.1 Hz, O®G2CH3), 4.73 (s, 1H, M), 7.03 (s, 1HHa), 7.10-7.23 (m, 2HHq andHe), 7.37
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(d, 1H,J = 8.1 Hz,Hy), 7.61 (d, 1H,J = 7.8 Hz,Hc), 8.11 (s, 1H, indole N). 13C NMR (100
MHz, CDCk) & 14.7 (OCHCHs), 25.8 (NHCHCH,), 41.3 (NHCH2CHy), 60.8 (QCH2CHb),
111.3 Cr), 112.9 Cb), 118.8 Cc), 119.4 Co), 122.2 Cd), 122.3 Ca), 127.4 Cr), 136.5 Cy),
156.9 CO). MS (ESI)m/zobserved for GH11N20O2, 201 [M], 203 [M]".

5-Methoxy-N-ethoxycarbonyltryptamine (18b). The crude was prepared according to
general procedure F starting from commercially labdée 5-methoxytryptamine
hydrochloride (1 g, 4.4 mmol) to affortBb as an orange oil (1 g, 90%)141s8N203. H
NMR (400 MHz, CDC3) 6 1.27 (t, 3H,J = 7.1 Hz, OCHCHa3), 2.98 (t, 2H,J = 6.7 Hz,
NHCH.CH»), 3.56 (m, 2H, NHE.CH), 3.91 (s, 3H, O8s3), 4.15 (q, 2H,J = 7.1 Hz,
OCH2CHzs), 4.82 (s, 1H, MICO), 6.91 (dd, 1HJ = 2.4 Hz,J = 8.8 Hz,H¢), 7.04 (s, 1HHa),
7.08 (d, 1HJ = 2.2 Hz,Hc), 7.29 (d, 1H, = 8.1 Hz,Hs), 8.13 (s, 1H, indole N). 3C NMR
(100 MHz, CDC}) 6 14.7 (OCHCH?3), 25.9 (NHCHCH>), 41.3 (NHCH>CHy), 56.0 (CCH3),
65.9 (OQCH>CHz3), 100.8 C¢), 112.0 and 112.43: andCy), 112.8 Cp), 123.0 Ca), 127.8 Ch),
131.7 Cy), 154.1 Ca), 156.8 CO). MS (ESI)m/z261 [M-HJ, 285 [M+Na].

HN—

N-Methyltryptamine (19a). The crude was prepared according to general proeeGu
starting from18a (1 g, 4.3 mmol) to afford9aas a white solid (chlorhydrate form, 652 mg,
72%). GiH14N2. m.p. 83-85°C.'H NMR (400 MHz, DMSO-d) & 2.31 (s, 3H, NHEI3),
2.72-2.83 (m, 4H, NHB>CH>), 6.94-7.07 (m, 2HHq, He), 7.12 (d, 1HJ = 2.2 Hz,Ha), 7.32
(d, 1H,J = 8.1 Hz,Hy), 7.50 (d, 1H,) = 7.8 Hz,Hc), 10.77 (s, 1H, indole NH}3C NMR (100
MHz, DMSO-d&) & 25.2 (NHCHCH2), 36.1 (NHCH2CH2), 52.4 CHs), 111.3 i), 112.6
(Cp), 118.1 and 118.20; andCe¢), 120.7 Ca), 122.5 Ca), 127.2 Cn), 136.2 Cg). MS (ESI)
m/z173 [M-H]J".
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HN—

5-Methoxy-N-methyltryptamine (19b). The crude was prepared according to general
procedure G froml9a (500 mg, 1.9 mmol) to afford9b as a yellow oil (387 mg, 80%).
C12H16N20. 'H NMR (400 MHz, CDCY) & 2.45 (s, 3H, NHEl), 2.89-2.98 (m, 4H,
NHCH2CH>), 3.86 (s, 3H, O853), 6.85 (dd, 1H,) = 2.4 Hz,J = 8.8 Hz,H¢), 7.00 (s, 1HHa),
7.07 (d, 1HJ = 2.4 Hz,H¢), 7.24 (dd, 1HJ = 0.4 Hz,J = 8.8 Hz,Hs), 8.13 (s, 1H, indole
NH). 13C NMR (100 MHz, CDC4) § 25.7 (NHCHCH), 36.4 (NHCH3), 52.1 (QCH3), 56.1
(NHCH2CH), 100.9 C¢), 112.0 and 112.3C¢ andCy), 113.8 Cp), 122.9 Ca), 128.0 Ch),
131.7 Cy), 154.1 Cdg). MS (ESI)m/z203 [M-H].

N-BOCtryptamine (20a). To a solution of tryptamine (free base, 500 mg, @imol) in
dichloromethane (6.5 mL/mmol) were addedteti-butyl dicarbonate (763 mg, 3.5 mmol)
and triethylamine (941 mg, 9.3 mmol) and the résgltmixture was stirred at room
temperature for 24h. The mixture was poured intteewand extracted with ethyl acetate. The
combined organic layers were washed with wateedddver anhydrous magnesium sulfate,
fillered and concentrated under reduced pressuraffitdd 20a as an orange oil with
triethylamine (99%). @H20N202. *H NMR (400 MHz, CDCJ) § 1.43 (s, 9H, OC(83)3),
2.94 (t, 2H,J = 6.8 Hz, NHCHCH>), 3.45 (m, 2H, NHEI2CH,), 4.65 (s, 1H, M) 7.01 (s,
1H, Ha), 7.10-7.21 (m, 2HHq andHe), 7.36 (d, 1HJ = 8.1 Hz,Hy), 7.59 (d, 1HJ = 7.8 Hz,
Hc), 8.35 (s, 1H, indole N). ¥3C NMR (100 MHz, CDC$) § 25.5 (NHCHCH,), 28.3
(OC(CHg)), 40.8 (NHCH2CH2), 77.4 (QC(CHg)), 111.3 Cr), 111.8 Cp), 118.1 and 118.2%
andCe), 120.8 Ca), 122.5 Ca), 127.3 Ch), 136.2 Cg), 155.6 CO). MS (ESI) m/z259 [M-H]

, 295 [M+CIJ.
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N-Acetyl-5-methoxytryptamine (20b).To a solution of 5-methoxytryptamine hydrochloride
(2 g, 4.4 mmol) and potassium carbonate (1.8 ¢ &8nol) in water/ethyl acetate (100 ml,
1:1) was added dropwise acetyl chloride (0.3 g,m@ol). The aqueous layer was extracted
with ethyl acetate. The combined organic layersewesished with 1M hydrochloric acid and
water, dried over anhydrous magnesium sulfateerétf and concentrated under reduced
pressure. The obtained solid was washed with diettiner to afford20b as a white powder
(600 mg, 59%). @H1eN202. m.p. 115°C.'H NMR (400 MHz, CDC4) § 1.93 (s, 3H,
COCHS3), 2.94 (t, 2H,J = 6.6 Hz, NHCHCH>), 3.59 (g, 2H,J = 5.6 Hz, NHGH4,CH,), 3.85

(s, 3H, O®43), 5.68 (s, 1H, W), 6.87 (dd, 1HJ = 2.3 Hz,J = 8.7 Hz,H¢), 7.02 (m, 2HHa,
Ho), 7.26 (m, 1H,H¢), 8.10 (s, 1H, indole N). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d@) & 23.5
(COCHgs), 25.4 (NHCHCH>), 40.0 (NHCH2CH,), 56.1 (GCH3s), 100.6 C¢), 112.2 and 112.6
(Ce andCy), 112.8 Cv), 123.0 Ca), 127.9 Cn), 131.7 Cg), 154.2 Cq), 170.4 CO). MS (ESI)
m/z255 [M + NaJ.

ok

N,

o

1-Methyl-N-BOCtryptamine (21a). To a solution of 20a (500 mg, 1.9 mmol) in
dichloromethane (10 mL) were added sodium hydrox{8@08 mg, 7.7 mmol) and
tetrabutylammonium bromide (310 mg, 1 mmol) andrdsilting mixture was stirred at 0°C.
After 30 minutes, iodomethane (545 mg, 3.8 mmol¥ \added dropwise. The solution was
stirred at room temperature for 16h. The resultmgture was poured into 1M hydrochloric
acid and extracted with dichloromethane. The coetbinrganic layers were washed with
water, dried over anhydrous magnesium sulfategrétf and concentrated under reduced
pressure. The residue was purified by flash silicalumn chromatography using
cyclohexane/ethyl acetate (1:0 to 8:2) as elueafft’d 21aas a colorless oil (214 mg, 41%).
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C1eH2oN20,. 'H NMR (400 MHz, CDCH) § 1.44 (s, 9H, OC(83)3), 2.94 (t, 2H,J = 6.7 Hz,
NHCH,CH?>), 3.45 (m, 2H, NHE,CHy), 3.76 (s, 3H, NEls), 4.60 (s, 1H, M), 6.89 (s, 1H,
Ha), 7.11-7.23 (M, 2HHe andH), 7.30 (d, 1H, = 8.2 Hz,Hr), 7.59 (d, 1H, = 7.9 Hz,Ho).

13C NMR (100 MHz, CDC#) & 25.8 (NHCHCH,), 28.6 (OCCH3)s), 32.7 (NCH3), 41.2
(NHCH2CH), 58.7 (QC(CHa)s), 109.4 C» andCy), 119.0 and 119.1C¢ and Ce), 121.8 Ca

andCy), 126.9 Cn), 137.3 Cy), 156.1 CO). MS (ESI)m/z297 [M+Na].

N-Acetyl-5-methoxy-1-methyltryptamine (21b).To a solution 0f20b (500 mg, 2.1 mmol)
dissolved in dichloromethane/tetrahydrofuran (20 inl) were added tetrabutylammonium
bromide (cat) and sodium hydroxyde (230 mg, 5.7 lm@aib0°C. The resulting mixture was
stirred at 0°C for 1 hour and iodomethane (300 thdj, mmol) was added dropwise. The
solution was stirred at 0°C for 1 hour and at ra@mperature overnight. The mixture was
poured into 1M hydrochloric acid and extracted vdithloromethane. The combined organic
layers were washed with water, dried over anhydroegnesium sulfate, filtered and
concentrated under reduced pressure. The crude pwefied by flash silica column
chromatography using cyclohexane/acetone (6:4)ueheto afford21b as a yellow powder
(318 mg, 62%). ©&H18N202. m.p. 98°C.1H NMR (400 MHz, CDC#) § 1.81 (s, 3H, CGHj3)
2.77 (t, 2H,J = 7.4 Hz, NHCHCH), 3.29 (q, 2H,J = 6.9 Hz, NH®2CH>), 3.70 (s, 3H,
NCHs), 3.77 (s, 3H, O83), 6.78 (dd, 1H,) = 2.4 Hz,J = 8.8 Hz,H¢), 7.04 (d, 1HJ = 2.4
Hz, Hc), 7.07 (s, 1HHaJ), 7.27 (d, 1H,J = 8.8 Hz,Hr), 7.94 (t, 1H,J = 5.4 Hz, NH). 13C
NMR (100 MHz, DMSO-d) 6 22.7 (NHCHCH:), 25.1 (CQCH3), 32.4 (NCH3), under peak
of DMSO (NHCH2CHy), 55.4 (GCH3), 100.4 Cc), 110.3, 110.8 and 111.@4, Ce and Cy),
127.6 Ca), 127.9 Cn), 132.0 Cg), 153.1 Cd), 169.0 CO). MS (ESI) m/z245 [M-H], 247 [M

+ HJ", 269 [M+Na.
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1-Methyltryptamine (22a). Trifluoroacetic acid (2.3 g, 20 mmol) was addedtsolution of
21a (1.4 g, 5 mmol) in dichloromethane (8 mL/mmol).eTtesulting mixture was stirred at
room temperature overnight. The mixture was pounetd water and extracted with
dichloromethane. The combined organic layers wexshwd with 15% sodium hydroxide and
water, dried over anhydrous magnesium sulfategrétf and concentrated under reduced
pressure. The crude was purified by flash silicaummm chromatography, using
dichloromethane/methanol (98:2 to 8:2) as eluemdftord 22a as a colorless oil (200 mg,
23%). GiH1aN2. *H NMR (400 MHz, CDCY4) 6 2.87-2.96 (m, 4H, NKCH2CH>), 3.70 (s, 3H,
NCHs), 6.86 (s, 1HHa), 7.06-7.22 (m, 2HHq andHe), 7.25-7.27 (m, 1HHs), 7.54 (d, 1HJ

= 7.9 Hz,Hc). 13C NMR (100 MHz, DMSO0-d) § 22.9 (NHCH,CH>), 32.3 (NCH3), under
peak of DMSO (NHCH2CH.), 108.8 and 109.7Cf andCy), 118.3 and 118.6C¢ and Cy),
121.3 Ce), 127.1 Ca), 127.7 Ch), 136.7 Cg). MS (ESI)m/z175 [M+H]".

NH,

5-methoxy-1-methyltryptamine hydrochloride (22b). To a solution of21b (252 mg, 1
mmol) in ethanol/water (50 ml/mmol, 1:1) was addedium hydroxide (1.2 g, 30 mmol) and
the resulting mixture was refluxed overnight. Tladuson was poured into 6M hydrochloric
acid and extracted with diethyl ether. The aqudayers were neutralised with potassium
carbonate and extracted with dichloromethdie combined organic layers were washed
with water, dried over anhydrous magnesium sulféliered, concentrated under reduced
pressure to affor@2b as a yellow oil (115 mg, 56%).1&116N20. 'H NMR (400 MHz,
CDCls) ¢ 2.84-3.06 (m, 4H, NECH2CH), 3.71 (m, 3H, NEi3), 3.86 (m, 3H, OEl3), 6.86-
7.20 (m, 4H,Ha, Hc, He, Hf). 13C NMR (100 MHz, CDCJ) 6 29.4 (NHCH,CHy), 32.9
(NCH3), 42.6 (NHCH2CH), 56.2 (GCH3), 101.0 C¢), 110.1, 111.8 and 111.€y, Ce and
Cr), 127.7 Ca), 128.3 Cn), 132.7 Cy), 153.8 Cd). MS (ESI)m/z205 [M+H]".
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1-Methyl-N-ethoxycarbonyltryptamine (23). The crude was prepared according to general
procedure H starting from8a (2.3 g, 10 mmol) and was purified by flash silicalumn
chromatography, using cyclohexane/acetone (1:98pd eluent to affor@3 as a colorless
oil (1.7 g, 70%). GH1sN202. 'H NMR (400 MHz, CDC4) 6 1.23 (t, 3H,J = 7.1 Hz,
OCHCH3), 2.96 (t, 2H,J = 6.8 Hz, NHQH2CH>), 3.49 (m, 2H, NHCECH>), 3.75 (s, 3H,
NCHa), 4.11 (g, 2HJ = 6.7 Hz, OG1.CHg), 4.74 (s, 1H, M), 6.88 (s, 1HHa), 7.10-7.26 (m,
2H, He,Hg), 7.30 (m, 1HH), 7.59 (d, 1HJ = 7.9 Hz,Hc). 13C NMR (100 MHz, CDC¥)
14.8 (OCHCHz3), 25.8 CH2CH2NH), 32.7 (NCH3), 41.5 (CHCH2NH), 58.6 (GCH2CHa),
109.4 Cr), 111.5 Cp), 118.9 and 119.03; andCe), 121.8 Cd), 126.9 Ca), 127.8 Cn), 137.2
(Cy) 156.79 CO). MS (ESI)m/z247 [M+H]", 269 [M+Nal.

HN—

1-Methyl-N-methyltryptamine (24). The crude was prepared according to general proeedu
G starting from23 (1 g, 4 mmol) and was diluted in diethyl etherusatted with gaseous
hydrochloric acid to affor®4 as a white chlorhydrate salt. (629 mg, 70%jHzsN2. H
NMR (400 MHz, DMSO-@) 6 2.54 (s, 3H, NHEI3), 3.08 (s, 4H, NI&HCH2), 3.73 (s, 3H,
indole NCH3), 7.04-7.18 (m, 2HHq, He), 7.21 (s, 1HHa2), 7.40 (d, 1HJ = 8.2 Hz,Hy), 7.62

(d, 1H,J = 7.8 Hz,Hc). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d) & 21.4 CH2CHoNH), 32.2 (NCH5),
under peak of DMSO (C#€£H2NH), 48.6 (NHGH3), 108.6 and 109.60; andCs), 118.4 and
118.5 Cc andCy), 121.2 Ce), 127.0 Ca), 127.6 Cn), 136.6 Cg). MS (ESI)m/z189 [M+H]".
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o] Synthesis of analogu@%ato 25h

5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2-(H-indol-3-yl)-ethyl]-
methyl-amide (25a).The crude was prepared according to general proeddstarting from

3 (375 mg, 1 mmol) and9a (174 mg, 1 mmol) and was purified by flash silicdumn
chromatography, using dichloromethane/methanoll(8®:98:2) as eluent to affo2ba as a
white solid (mixture of isomers (6:4)) (170 mg, 3R%2sH23BrN204. m.p. 148-151°C.1H
NMR (400 MHz, DMSO-@) 6 3.02 (m, 2H, NCHCH_), 3.04 (s, 1.3H, NB83), 3.06 (s, 1.7H,
NCHs), 3.71 (m, 2H, NE€I.CH>), 5.23 (s, 1.2H, OR»), 5.25 (s, 0.8H, OB>), 6.05 (s, 0.6H,
Hs), 6.31 (s, 0.4HH3), 6.59-7.37 (M, 7HHs, Hs, Ha, He, Ha, He, Hr), 7.58-7.71 (m, SHiH7,
H>, Hz), 10.81 (s, 0.6H, indole M), 10.87 (s, 0.4H, indole M). 3C NMR (100 MHz,
DMSO-a) 8 22.2, 23.8, 32.9, 36.4, 48.1, 50.9, 64.9, 69.8.0,0109.1, 110.1, 110.3, 110.4,
110.9, 111.3, 111.4, 111.7, 112.0, 114.3, 114.,5,1118.0, 118.2, 118.3, 120.6, 120.8,
121.0, 123.0, 123.5, 126.6, 127.2, 128.9, 131.2,4,3134.7, 136.1, 136.2, 136.3, 136.4,
155.8, 156.2, 156.9, 157.2, 157.6, 157.7, 161.2,614.75.4, 175.8VS (ESI)m/z531 (°Br),
533 fBr) [M+H]*; 553 (°Br), 555 £Br) [M+Na]*. Anal. Calcd for C2gH23BrN204: C,
63.29; H, 4.36; N, 5.27. Found: C, 63.45; H, 41805.22.

>
s 70 0
. 6 A0 3
Br 4 4 | H .
7 9 072 N =
8 tr)\ N—
O . 9
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5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2-(1-methyl-H-indol-3-
yl)-ethyl]-amide (25b). To a solution o22a (200 mg, 1.1 mmol) in DMF (4 ml) were added
successively a solution & (330 mg, 0.9 mmol) in DMF (4 ml), triethylamine $0ml, 4.4
mmol) and bis (2-oxo-3-oxazolidinyl)phosphinic chdte (279 mg, 1.1 mmol). The mixture
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was stirred at room temperature overnight. Thetswluvas poured into an aqueous solution
of ammonium chloride. The precipitated solid wdteifed and was purified by flash silica
column chromatography, using dichloromethane/edlogtate (95:5 to 9:1) as eluent to afford
25b as a white solid (467 mg, 19%)28823BrN2Os. m.p. 177-180°CH NMR (400 MHz,
DMSO-a) 6 2.99 (t, 2H,J = 7.6 Hz, NHCHCH>), 3.57 (q, 2HJ = 7.0 Hz, NHCG42CH>),
3.75 (s, 3H, NEl3), 5.26 (s, 2H, 0O8>), 6.69 (s, 1HH3), 7.00-7.40 (m, 7HHse, Hs, Ha, He,

Ha, He, Hr), 7.63 (m, 5HH2, Hg), 7.79 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7), 9.24 (t, 1HJ = 5.7 Hz, NH).
13C NMR (100 MHz, DMSO0-4@) § 24.6 (NHCHCH>), 32.1 (NCHs), under peak of DMSO
(NHCH2CH?y), 69.1 (OCH2), 108.8 and 109.50s andCg), 110.5 and 110.7C andCs), 112.0
(Ca), 114.4 C10), 118.3 and 118.4CG; andCq), 120.5 Ca), 121.0 Ce), 127.1 and 127.4C;
andCy), 128.8 C2), 131.1 C3), 134.8 (C7), 136.2 and 136.5 andCy), 153.5 C2), 156.9
and 157.6 Cs andCq), 158.8 CO), 176.4 Cs). MS (ESI) m/z 531 Br), 533 £!Br) [M+H]";
553 (°Br), 555 ¢'Br) [M + Na]". Anal. Calcd for C2sH23BrN204-6/7 HO: C, 61.50; H,
4.55; N, 5.12. Found: C, 61.49; H, 4.40; N, 5.13.

s 70 0

5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2-(1-methyl-H-indol-3-
yl)-ethyl]-methyl-amide (25c). The crude was prepared according to general proeddu
starting from3 (375 mg, 1 mmol) ané4 (250 mg, 1.1 mmol) and was purified by flash silica
column chromatography, using dichloromethane/methéd®:1 to 98:2) as eluent to afford
25c as a white solid (mixture of isomers (6:4)) (12@Q,n20%). GoH2sBrN2Os. m.p.
150-153°C.*H NMR (400 MHz, DMSO-d) 6 2.97-3.04 (m, 2H, NC¥CH>), 3.09 (s, 3H,
CONCH3), 3.68-3.77 (m, 5H, NB>CH>, indole N(H3), 5.23 (s, 1.2H, OB>), 5.25 (s, 0.8H,
OCHy), 5.95 (s, 0.6HHS3), 6.32 (s, 0.4HH3), 6.64-7.76 (m, 12H, aromatic proton&}C
NMR (100 MHz, DMSO0-d) & 22.1, 23.5, 32.1, 32.2, 32.9, 36.3, 48.1, 51.02,6209.0,
109.1, 109.5, 109.6, 110.3, 110.4, 111.8, 112.@8.21114.5, 117.8, 118.1, 118.4, 118.5,
120.5, 120.9, 121.1, 127.0, 127.4, 127.5, 127.8.92131.2, 134.3, 134.7, 136.3, 136.4,
136.5, 136.6, 155.7, 156.8, 157.6, 157.7, 161.2,5,8.75.4, 175.8VIS (ESI)m/z545 (°Br),
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547 €Br) [M + H]*; 567 (°Br), 569 £'Br) [M+Na]*. Anal. Calcd for C2sH2sBrN20a4: C,
63.86; H, 4.62; N, 5.14. Found: C, 63.52; H, 4M75.37.
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5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2- (5-methoxy-H-indol-
3-yl)-ethyl]-methyl-amide (25d). The crude was prepared according general procddure
from 3 (330 mg, 0.9 mmol) and9b (179 mg, 0.9 mmol) and was purified by flash silica
column chromatography, using dichloromethane/methéd®:1 to 98:2) as eluent to afford
25d as a white solid (mixture of isomers (2:1)) (143),n29%). GoH2sBrN2Os. m.p.
168-171°C1H NMR (400 MHz, DMSO-@) § 2.95-3.00 (m, 2H, NC¥CH>), 3.04 (s, 1.1H,
NCHs3), 3.06 (s, 1.9H, N83), 3.67-3.77 (m, 5H, NB2CH,, OCH3), 5.21 (s, 1.2H, ORy),
5.25 (s, 0.8H, 08y), 5.67 (s, 0.7HH3), 6.31 (s, 0.3HH3), 6.44-7.77 (m, 11H, aromatic
protons), 10.65 (s, 0.7H, indoleH), 10.70 (s, 0.3H, indole K). *3C NMR (100 MHz,
DMSO-d) 6 22.2, 23.6, 32.9, 36.4, 47.9, 50.6, 54.8, 55.32,699.1, 100.2, 108.9, 109.8,
110.2, 111.0, 111.1, 111.7, 112.0, 120.5, 123.84,2,2126.9, 127.5, 128.8, 128.9, 131.1,
131.2 C7), 131.3, 134.3, 134.7, 136.4, 152.8, 153.0, 15865,2, 156.7, 157.2, 157.5, 157.6,
161.2, 161.6, 175.3, 175.KIS (ESI) m/z 561 (°Br), 562 £Br) [M+H]*; 583 (°Br), 584
(3'Br) [M+Na]*. Anal. Calcd for C29H25BrN20s: C, 62.04; H,4.49; N, 4.99. Found: C, 61.82;
H, 4.55; N, 5.10.
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5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2- (5-methoxy-1-methyl
1H-indol-3-yl)-ethyl]-amide (25e). The crude was prepared according to general proeedu
D1 starting from3 (195 mg, 0.5 mmol) an@2b (107 mg, 0.5 mmol) and precipitated in
diethyl ether to affor®5eas a white solid (108 mg, 37%)2d825BrN2Os. m.p. 178-180°C.
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IH NMR (400 MHz, DMSO-¢) § 2.94 (t, 2H,J = 7.7 Hz, NHCHCH,), 3.54 (g, 2H,) = 6.5
Hz, NHCH2CHz), 3.70 (s, 3H, NE3), 3.74 (s, 3H, O83), 5.25 (s, 2H, O8.), 6.67 (s, 1H,
Ha), 6.77 (dd, 1H,) = 2.4 Hz,J = 8.8 Hz,He), 7.08-7.12 (m, 5HHs, Hs, Ha, He, Hr), 7.60 (m,
4H, Hz, Hg), 7.76 (t, 1H,J = 8.4 Hz,H7), 9.19 (t, 1H, = 5.8 Hz, NH). 13C NMR (100 MHz,
DMSO-a) 6 24.7 (NHCHCH2), 32.4 (NCH3), under peak of DMSO (NEH:CH.), 55.3
(OCH3), 69.2 (QCH2), 100.4 Co), 110.4 and 110.6 and 111.1 and 11Z3 Ce, Cs, Cb, Ce,

Cr), 114.5 Ci0), 120.6 C4), 127.7 and 127.8% andCr), 128.9 Cz), 131.2 Cs), 132.0 Cy),

134.9 C7), 136.3 C1), 153.1 and 153.60 and Ca), 157.0 and 157.7C6 and Cs), 158.9
(CO), 176.5 Cs). MS (ESI) m/z 561 (°Br), 463 @Br) [M+H]*. Anal. Calcd for

C2oH2sBrN20s: C, 62.04; H, 4.49; N, 4.99. Found: C, 62.08; H44N, 5.13.
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5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2- (5-methoxy-1-methyl
1H-indol-3-yl)-ethyl]-methyl-amide (25f). To a solution ofMBL-II-141 (220 mg, 0.4
mmol) in tetrahydrofuran (40ml) was added sodiurdrige (50 mg, 1.2 mmol). The resulting
mixture was stirred at room temperature for 20 nodomethane (170 mg, 1.2 mmol) was
added and the mixture was stirred at room temperdtw 16h. The mixture was poured into
1M hydrochloric acid and extracted with ethyl atetarhe combined organic layers were
washed with water, dried over anhydrous magnesufats, filtered and concentrated under
reduced pressure. The solid was washed with dietihydr and purified by flash silica column
chromatography using petroleum ether/ethyl acdgto 7:3) as eluent to affobf as a
yellowish solid (mixture of isomers (2:1)) (60 n25%). GoH27BrN20Os. m.p. 69-72°C.*H
NMR (400 MHz, CDC4) 6 2.96-3.17 (m, 5H, NCKHCH,, CONH3), 3.55-3.88 (m, 8H,
NCH2CHz, OCH3s, indole N(H3), 5.17 (s, 1.3H, OB>), 5.19 (s, 0.7H, OB>), 6.02 (s, 0.6H,
Hs), 6.39 (s, 0.4HHs3), 6.55-7.26 (m, 6HHs, Hs, Ha, He, He, Hr), 7.40-7.56 (m, S5HH2, Hz',
H7). 13C NMR (100 MHz, CDC4) § 23.4, 32.2, 33.1, 50.8, 55.0, 55.4, 69.2, 99.8.90
109.1, 109.1, 110.2, 110.3, 110.4, 111.1, 111.9,0,120.5,120.6,127.2, 128.4, 128.9, 131.2,
131.8, 134.3, 136.5, 153.0, 155.4, 156.7, 157.2,6958.8, 161.5, 175.MS (ESI)m/z575
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("°Br), 577 £Br) [M+H]*. Anal. Calcd for CsoH27BrN20s: C, 62.61; H, 4.74; N, 4.87.
Found: C, 55.93; H, 4.40; N, 3.60.

6-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2-(H-indol-3-yl)-ethyl]-
methyl-amide (25g).The crude was prepared according to general puoedd starting from
6a (150 mg, 0.4 mmol) andi9a (70 mg, 0.4 mmol) and was washed with petroleumereto
afford 25g as a white solid (mixture of rotamers (6:4)) (89,M2%). GgH23BrN2Os. m.p.
179-180°C.'*H NMR (400 MHz, DMSO-d) & 2.97-3.06 (m, 5H, NHB3, NCH;CH>),
3.64-3.71 (m, 2H, NB.CH,), 5.22 (s, 1.2H, OR,), 5.23 (s, 0.8H, OB»), 6.16 (s, 0.6H,
Hs), 6.46 (s, 0.4HH3), 6.50-7.68 (m, 12He, H7, Hs, Hz', H3', Ha, He, Ha, He, Hs), 10.80 (s,
0.6H, indole NH), 10.87 (s, 0.4H, indole NHYC NMR (100 MHz, DMSO-d) § 23.6, 32.8,
50.9, 69.0, 106.1, 106.2, 109.2, 109.5, 110.0,3,1111.4, 117.4, 118.0, 118.2, 118.3, 120.2,
120.3, 120.8, 123.0, 123.5, 124.0, 124.4, 126.6,22129.8, 131.4, 136.1, 136.2, 149.8,
155.5, 157.9, 158.3, 161.3, 161.7, 176.0, 17M83.(ESI)m/z531 (°Br), 533 £!Br) [M+H]",
553 (°Br), 555 #'Br) [M+Na]*. Anal. Calcd for C2sH23BrN20a4: C, 63.29; H, 4.36; N, 5.27.
Found: C, 62.34; H, 4.87; N, 5.24.

6-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [2-(1-methyl-H-indol-3-
yl)-ethyl]-methyl-amide (25h). The crude was prepared according to general proeedu
starting from6a (150 mg, 0.4 mmol) ang4 (75 mg, 0.4 mmol) and washed with diethyl ether
to afford25h as a white solid (mixture of rotamers (3:2)) (89,187%). GoH25BrN204. m.p.
127-131°CH NMR (400 MHz, DMSO-d) & 2.95-3.10 (m, 2H, NC¥CH,), 3.06 (s, 1.1H,
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NCHz), 3.08 (s, 1.9H, N8s), 3.65-3.75 (m, 5H, NB2CH,, NCHs), 5.22 (s, 0.8H, OBy),
5.23 (s, 1.2H, 08,), 6.03 (s, 0.7HH3), 6.47 (s, 0.3HH3), 6.86-7.70 (M, 12Hs, H7, Hs,
Hz', Hs, Ha, He, Ha, He, Hf). 13C NMR (100 MHz, DMSO-g) § 23.5, 32.1, 33.0, 51.0, 68.9,
106.2, 109.4, 109.5, 109.6, 117.7, 118.1, 118.9,112120.3, 120.9, 121.0, 121.1, 123.9,
124.0, 126.9, 127.8, 129.8, 131.4, 136.1, 136.4,6,3149.7, 150.3, 155.5, 155.8, 157.8,
158.3, 161.3, 161.6, 175.8, 176M8S (ESI) m/z545 (°Br), 547 ¢'Br) [M+H]*, 567 (°Br),
569 €Br) [M+Na]'. Anal. Calcd for C2eH25BrN204: C, 63.86; H, 4.62; N, 5.14. Found: C,
63.60; H, 4.67; N, 5.37.

[1.1.3.6  Introduction of a triazolic ring — Synthesis of copounds 27a to 27¢

5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid prop-2-ynylamide (26).
The crude was prepared according to general proeddustarting from propargylamine (73
mg, 1.3 mmol) an@ (500 mg, 1.3 mmol) and was washed with diethyketb afford26 as a
white solid (240 mg, 40%). &H14BrNO4. m.p. 233-235°C*H NMR (400 MHz, DMSO-d)
6 3.20 (t, 1HJ = 2.4 Hz, CHC=CH), 4.09 (dd, 2HJ = 2.4 Hz,J = 5.6 Hz, Gt.C=CH), 5.23
(s, 2H, O®,), 6.67 (s, 1HH3), 7.10 (d, 1H,) = 7.6 Hz,Hs Or Hg), 7.26 (dd, 1HJ) = 0.8 Hz,J
= 8.8 Hz,Hs or Hg), 7.60 (m, 4HH2, Hs), 7.75 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7), 9.54 (t, 1HJ = 5.6
Hz, NH). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d) & 30.7 (NHCH>C=CH), 69.2 (QCHy), 73.5
(NHCH2C=CH), 80.3 (NHCHC=CH), 108.9 and 110.85¢ andCs), 112.4 C3), 114.5 Cio0),
120.6 Cs), 128.9 C2), 131.2 Cs), 135.1 Cv), 136.3 C1'), 153.0 C2), 157.0 and 157.7C,
Co), 158.9 CO), 206.6 C4). MS (ESI)m/z412 (°Br), 414 £'Br) [M+H]*.
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5-(4’Bromobenzyloxy)-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylic acid [1-benzyl-H

(1,2,3)triazol-4-ylmethyl]-amide (27a). The crude was prepared according to general
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procedure | starting fror@6 (75 mg, 0.2 mmol) and benzyl azide (29 mg, 0.2 thrand
washed with diethyl ether to affo&¥a as a white solid (45 mg, 46%).#21BrN4Os. m.p.
202-205°C*H NMR (400 MHz, DMSO0-@) § 4.53 (d, 2H J = 5.2 Hz, CONH@Eiy), 5.24 (s,
2H, OHy), 5.57 (s, 2H, NEl), 6.68 (s, 1HHs), 7.10 (d, 1H,) = 8.4 Hz,Hs or Hs), 7.24 (d,
1H,J = 8.4 Hz,He or Hg), 7.32-7.39 (m, 5HH2", Hs", Ha"), 7.60 (m, 4HH2, Hz), 7.77 (t,
1H, J = 8.4 Hz,Hv), 8.09 (s, 1HHb), 9.63 (t, 1HJ = 5.8 Hz, NH) . 13C NMR (100 MHz,
CDCls) 6 35.0 (CONHCH2), 54.7 (NCH2), 70.3 (GCH2), 109.0 and 110.70s andCg), 114.0
(C3), 115.6 Ci0), 121.8 Cs), 128.4 C>» andCs'), 129.2 C4 and Cy), 129.4 C>), 131.8
(C3), 134.2, 134.6 and 135.€4, Cr, Crr andCy), 152.6 (C2), 157.4 and 158.606 andCy),
159.5 CO), 177.6 Cs). MS (ESI) m/z 567 (°Br), 569 £Br) [M+Na]*. Anal. Calcd for
C27H21BrN40a4: C, 59.46; H, 3.88; N, 10.27. Found: C, 59.003191; N, 10.43.
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5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid [1-(4"-bromobenzyl)-H-
(1,2,3)triazol-4-ylmethyl]-amide (27b). The crude was prepared according to general
procedure | starting fror26 (210 mg, 0.5 mmol) and 4-bromobenzyl azide (1.201@ mmol)
and washed with diethyl ether to affa2@b as a white solid (16 mg, 5%) . E120BraN4Oa.
m.p. 211-214°C*H NMR (400 MHz, DMSO0-d) 6 4.51 (d, 2H,J = 5.6 Hz, CONH®E1>),
5.22 (s, 2H, O@,), 5.53 (s, 2H, NE>), 6.66 (s, 1HH3), 7.07 (d, 1HJ = 8.4 Hz,Hs), 7.22
(dd, 1H,J = 0.4 Hz,J = 89.4 Hz, H), 7.26 (m, 2HH>"), 7.53-7.61 (m, 6HH3", Hx>, H3),
7.73 (t, 1H,J = 8.4 Hz,H7), 8.08 (s, 1HHy), 9.60 (t, 1HJ = 6 Hz, CONH). 13C NMR (100
MHz, DMSO-d) 8 34.7 (CONHCH2), 52.0 (NCH>), 69.2 (GCH>), 108.9 and 110.606 and
Cs), 112.3 C3), 114.5 Ci0), 120.6 C#), 121.4 Cs’), 123.4 Cyv), 128.9 C2), 130.2 C2),
131.2 Cs), 131.6 Cs'), 135.0 C7), 135.4 C1), 136.3 Cr), 144.32 Cs) 153.3 (C2), 157.0
and 157.7 Cs andCy), 159.0 CO), 176.5 C4). MS (ESI)m/z645 (°Br), 647 £1Br) [M+Na]*.
Anal. Calcd for C27H20BraN4O4: C, 51.95; H, 3.23; N, 8.97. Found: C, 51.81; HI13 N,
9.89.
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5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylic acid [1-(2-(H-indol-3-yl)-
ethyl]-1H-(1,2,3)triazol-4-ylmethyl]-amide (27c) The crude was prepared according to
general procedure | starting frod® (360 mg, 0.9 mmol) an&8 (198 mg, 1 mmol) and was
washed with diethyl ether to affo@Vc as a white solid (52 mg, 10%)zdE24BrNsOs. m.p.
169-171°CIH NMR (400 MHz, DMSO-d) § 3.25 (t, 2H,J = 7.6 Hz, NCHCHy), 4.51 (d,
2H,J = 6.0 Hz, CONH@EI>), 4.60 (t, 2HJ = 7.2 Hz, NGH2CHy), 5.24 (s, 2H, O#>), 6.68 (s,
1H, H3), 6.93-7.05 (m, 2HH4 andHe), 7.09-7.50 (m, 4HHs, Hs, Ha, Hc andHy), 7.60 (m,
4H, Hy, Hz), 7.75 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7), 8.04 (s, 1HHy), 9.62 (t, 1HJ = 5.6 Hz, COM),
10.85 (s, 1H, indole N). 13C NMR (400 MHz, DMSO-d) 6 34.6 (CONHCH>), under peak
of DMSO (NCH2CHz), 50.0 (NCHCHy>), 69.1 (GCH>), 108.8 Cesor Cs), 109.9 Cr), 110.5 Cs
or Cg), 111.3 Cv), 112.2 C3), 114.4 Ci0), 118.0 and 118.2Q; andCe), 120.5 Cs), 120.9
(Cuy), 123.0 and 123.1CG; and Cy’), 126.8 Cn), 128.8 C2), 131.1 Cz), 134.9 C7), 136.0
(Cr), 136.2 Cg), 143.8 Ca), 153.2 C2), 156.9 and 157.6Cs and Co), 158.9 CO), 176.4
(C4). MS (ESI)m/z596 (°Br), 598 ¢'Br) [M-H]". Anal. Calcd for C3oH24BrNs04: C, 60.21;
H, 4.04; N, 11.70. Found: C, 58.62; H, 4.32; N311.

.
N=N=N

3-(2-azidoethyl)-H-indole (28). To a solution of 3-(2-bromoethyl}tindole (100 mg, 0.45
mmol) in DMF (5 ml) was added sodium azide (37 g, mmol). The resulting mixture was
stirred at room temperature for 24h. The solutias ywoured into water and extracted with
ethyl acetate. The combined organic layers werehecsvith water, dried over anhydrous
magnesium sulfate, filtered and concentrated unethuced pressure to affo?® as a brown
oil (42 mg, 50%). @HioNs. *H NMR (CDCk, 400 MHz)$ 3.07 (t, 2H,J = 7.2 Hz,
CH2CH2N3), 3.58 (t, 2H,J = 7.2 Hz, CHCH2N3), 7.08 (s, 1HHa), 7.15 (t, 1H,J = 8.0 Hz,
Hr), 7.22 (t, 1HJ = 6.8 Hz,H¢), 7.38 (d, 1HJ = 8.0 Hz,Hg), 7.60 (d, 1HJ = 8.0 Hz,He),
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8.16 (s, 1H, ). 13C NMR (CDCl, 400 MHz)$ 25.2 CH2CHzN3), 51.8 (CHCH2N3), 111.4
(Cp), 112.4 Cp), 118.6 Co), 119.6 Cd), 122.3 and 122.40, andCe), 127.2 Cr), 136.4 Cy).
MS (ESI)m/z185 [M-H].

11.1.3.7 Removal of central amide — Synthesis of compoundb and 32a

7 o022
8

5-(4’-Bromobenzyloxy)-2-(hydroxymethyl)-4H-chromen-4-one (29). To a solution of2
(500 mg, 1.2 mmol) in anhydrous methanol (25ml) wdded sodium borohydride (171 mg,
4.5 mmol.). The resulting mixture was stirred abrmotemperature for 20 min. The solvent
was removed and the residue was added to a solofisodium dihydrogen phosphate
hydrate (1.1 g in 30 ml of water) and extractechveiiloroform. The combined organic layers
were dried over anhydrous magnesium sulfate, cdrated under reduced pressure and
washed with diethyl ether to affo®® as a white solid (116 mg, 26%)1813BrOs. m.p. 144-
146°C.'H NMR (400 MHz, DMSO0-@) 6 4.37 (dd,2H, J = 0.8 Hz,J = 6.4 Hz, Gi.0H),
5.22 (s, 2H, OEly), 5.74 (t, 1HJ = 6.4 Hz, QH), 6.17 (s, 1HH3), 7.03 (dd, 1HJ = 0.4 Hz,J

= 8.0 Hz,Hs or Hg), 7.11 (dd, 1H,J = 0.8 Hz,J = 8.4 Hz,Hs or Hs), 7.58 (m, 4HH>, Hz),
7.65 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7). 13C NMR (100 MHz, DMSO0-d) 5 59.4 CH>0OH), 69.2 (GCH>),
108.6 and 108.9Cs andCg), 110.2 C3), 114.2 Ci0), 120.5 Cs), 128.9 C2), 131.2 C3),
134.1 C7), 136.5 Cr), 157.6 and 157.7Cs andCo), 166.9 C2), 176.3 Ca). MS (ESI) m/z
359 (°Br), 361 £Br) [M-H] .

5-(4’-Bromobenzyloxy)-2-(tosyloxymethyl)-4H-chromen-4-one (30).To a solution of29
(500 mg, 1.4 mmol) and triethylamine (448 mg, 4.Aal in dichloromethane at 0°C was

added dropwise a solution of tosylchloride (590 r8d, mmol) in dichloromethane. The
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resulting mixture was stirred for 5 hours at ro@mperature, poured into 1M hydrochloric
acid and extracted with dichloromethane. The coetbinrganic layers were washed with
sodium hydrogenocarbonate and water, dried oveydanbs magnesium sulfate, filtered and
concentrated under reduced pressure. The residse pwafied by flash silica column
chromatography, using cyclohexane/acetone (9:12pa® eluent to afford0 as a white solid
(322 mg, 45%). €aH19BrOsS. m.p. 133-135°C.*H NMR (400 MHz, DMSO-d) § 2.35 (s,
3H, CHs), 5.14 (s, 2H, SORy), 5.23 (s, 2H, 08)), 6.27 (s, 1HH3), 6.95 (d, 1H,] = 8.8 Hz,
He or Hg), 7.04 (d, 1H,) = 8.4 Hz,Hs or Hg), 7.41 (d, 2H,) = 8.4 Hz,H2>"), 7.58 (m, 4HH>,
Hsz), 7.66 (t, 1H,J = 8.4 Hz,Hv), 7.82 (d, 2H,J = 8.4 Hz,Hz). 3*C NMR (100 MHz,
DMSO-c) 6 21.0 CHs), 67.5 (S@Hy), 69.2 (CCH2), 108.9 and 110.1Gs andCg), 113.4
(C10), 120.6 Ca), 125.5 Czor C1), 127.9 C2), 128.0 Csor C17), 128.9 C2), 130.1 Cz'),
131.2 Cs), 134.6 C7), 136.3 Cr), 145.4 Cs'), 157.4, 157.5 and 157.64, Cs andCo), 176.8
(Ca). MS (ESI)m/z515 (°Br), 517 £'Br) [M+H]*.
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5-(4’-Bromobenzyloxy)-2-({[2-(5-methoxy-H-indol-3-yl)-ethyl]-methyl-amino}-methyl)-
chromen-4-one (31b).The crude was prepared according to the genevakpure J starting
from 30 (100 mg, 1.9 mmol) and9b (47 mg, 2.3 mmol) and was purified by flash silica
column chromatography, using cyclohexane/acetoriet(®7:3) as eluent to affor@llb as a
white solid (403 mg, 38%). LH27BrN2O4. m.p. 64-67°C.*H NMR (400 MHz, DMSO-6@) §
2.39 (s, 3H, NEls), 2.66-2.75 (m, 2Hy), 2.84-2.88 (m, 2HH¢), 3.58 (s, 2HHx), 3.68 (s,
3H, OMH3), 5.22 (s, 2H, OB?), 6.22 (s, 1HH3), 6.67-7.19 (m, 6HHs, Hs, Ha, Hc, He, Hy),
7.57-7.64 (m, 5HH7, H2, H3), 10.60 (s, 1H, indole N). ¥3C NMR (100 MHz, DMSO-g) §
22.8 Cc), 42.1 and 42.8 (NH3 andCy), 57.4 and 57.8Gy and GCH3), 69.2 (CCH2), 99.9
(Ce), 108.6 and 110.33andCs), 110.9 and 117. T andCs), 111.9 CeandCs), 114.2 Cao),
120.5 Cs), 123.2 Ca), 127.5 Cn), 128.9 C2), 131.2 C3z), 131.3 Cy), 134.1 C7), 136.5
(Cr), 152.9 Cq), 157.7 and 157.8C6 and Co), 164.5 C2), 176.2 C4). MS (ESI) m/z 545
("°Br), 547 @Br) [M-H]". Anal. Calcd for C2eH27BrN204: C, 63.63; H, 4.97; N, 5.12.
Found: C, 63.81; H, 5.00; N, 5.23.
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5-(4’-Bromobenzyloxy)-2-({[2-(1H-indol-3-yl)-ethyl]-methylamino}-methyl)-chromen-4-
one hydrochloride (32a).The crude was prepared according to general proeetstarting
from 30 (100 mg, 1.9 mmol) an@9a (120 mg, 2.3 mmol) and was purified by flash silic
column chromatography, using cyclohexane/acetoriet@7:3) and the chlorhydrate salt was
form to afford32a as a white solid (333 mg, 31%).d826BrCIN2Oz. m.p. 158-160°C.*H
NMR (400 MHz, DMSO-@) 6 2.38 (s, 3H, NE3), 2.72-2.77 (m, 2HHy), 2.87-2.91 (m,
2H, Hc), 3.58 (s, 2HHa), 5.22 (s, 2H, 0O8), 6.20 (s, 1HH3), 6.92-7.48 (m, 7HHs, Hs, Ha,
He, Hd, He, Hf), 7.57-7.66 (m, 5HH>, Hz, Hy), 10.81 (s, 1H, indole N). 3C NMR (100
MHz, DMSO-d&) ¢ 15.1 Cc), 54.7 (NCHz3), 55.6 Cv), 64.9 Ca), 69.3 (CCH2), 108.7 and
110.4 Cs andCsg), 111.6 Cs), 112.0 Cp and Cy), 114.2 Ci10), 118.3 and 118.5C; andCy),
120.6 Cs), 121.2 Ce), 123.3 Ca), 126.7 Cn), 128.9 C2), 131.2 Cs), 134.6 C7), 136.2 and
136.3 Cv andCy), no signal forCy, Co andCy, 157.7 Cs), 175.9 Ca). MS (ESI) m/z517
("°Br), 519 £!Br) [M+H]*. Anal. Calcd for C2sH26BrCIN 203-2H20: C, 57.01; H, 5.12; N,
4.75. Found: C, 57.33; H, 5.1, N, 4.52.

[1.L1.3.8 Introduction of an amino acid in the central chair- Synthesis of compounds
33ato 35¢c

2-[(5-(4’-Bromobenzyloxy)4-oxo-4-chromene-2-carbonyl)-amino]-3-methylbutyric acid
methyl ester(33a) The crude was prepared according to general guvee starting from
3 (500 mg, 1.3 mmol) and-valine methylester hydrochloride (446 mg, 2.7 mnasid was
washed with diethyl ether to affoBBaas a white solid (540 mg, 83%)2:82:BrNOs. m.p.

151-152°CH NMR (400 MHz, DMSO-@) 6 0.96 (2d, 2x3HJ = 6.7 Hz,H,), 2.23 (m, 1H,
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Hg), 3.69 (s, 3H, COO0Rs), 4.30 (t, 1H,J = 7.8 Hz,H,), 5.25 (s, 2H, O&>), 6.70 (s, 1H,
Hs), 7.11 (dd, 1HJ = 0.7 Hz,J = 8.5 Hz,Hs 0r Hg), 7.34 (dd, 1HJ) = 0.7 Hz,J = 8.5 Hz,He

or Hg), 7.61 (m, 4H, H, Hz), 7.77 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7), 9.16 (d, 1H,) = 7.9 Hz, COM).
13C NMR (100 MHz, DMSO-@) § 19.0 and 19.1G,), 29.4 Cs), 51.9 (COQH3), 58.5 C.),
69.2 (CCH), 109.0 Cs andCsg), 112.7 C3), 114.6 C10), 120.6 Cs), 129.0 C2), 131.2 Cs),
134.9 C7), 136.3 Cr), 153.0 C2), 157.0 and 157.6Cs and Co), 159.7 CONH), 171.3
(COOCH), 176.4 C4). MS (ESI) m/z486 (°Br), 488 EBr) [M-H]", 488 (°Br), 490 £Br)
[M+H] ™. Anal. Calcd for C23H22BrNOe: C, 56.57; H, 4.54; N, 2.87. Found: C, 56.42; H,
4.49; N, 3.01.

2-[(5-(4’-Bromobenzyloxy)4-oxo-4-chromene-2-carbonyl)-amino]-4-methylpentanoic
acid methyl ester(33b). The crude was prepared according to general guveel» starting
from 3 (500 mg, 1.3 mmol) and-Hleucine methylester hydrochloride (484 mg, 2.7 tyraad
was purified by flash silica column chromatograpbsing cyclohexane:acetone (8:2 to 5:5)
as eluent to affor@3b as a white solid (531 mg, 79%)2424BrNOs. m.p. 135-138°CH
NMR (400 MHz, DMSO-@) 5 0.90 (2d, 2x3HJ = 5.6 Hz,Hs), 1.64 (m, 2HHp), 1.84 (t, 1H,
J = 9.6 Hz,H,), 3.67 (s, 3H, COOB3), 4.54 (m, 1HH.), 5.25 (s, 2H, O8>), 6.70 (s, 1H,
Hs), 7.11 (d, 1H, = 8.4 Hz,Hs or Hs), 7.30 (d, 1H,) = 8.5 Hz,Hs or Hg), 7.61 (m, 4HH>,
Hs), 7.77 (t, 1H,J = 8.4 Hz,Hy), 9.33 (d, 1HJ = 7.6 Hz, COM). 13C NMR (100 MHz,
DMSO-c&) 6 21.1 and 22.8G;), 24.3 Cp), one pic under DMSOQ,), 50.9 C.), 52.1
(COOCH?3), 69.2 (ACH), 109.0 and 110.7Cs andCs), 112.6 Cs), 114.5 Ci0), 120.6 Cas),
128.9 C2), 131.2 Cs), 135.0 C7), 136.3 Cr), 152.8 C2), 157.0 and 157.7Cs and Co),
159.4 CONH), 172.1 COOCH), 176.4 Cs). MS (ESI) m/z500 (°Br), 502 £'Br) [M-H]",
502 (°Br), 504 £'Br) [M+H]*. Anal. Calcd for C24H24BrNOs: C, 57.38; H, 4.82; N, 2.79.
Found: C, 57.00; H, 5.12; N, 2.87.
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2-[(5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-#H-chromene-2-carbonyl)-amino]-3-methylpentanoic
acid methyl ester (33c).The crude was prepared according to general proeddustarting
from 3 (500 mg, 1.3 mmol) and-Isoleucine methylester hydrochloride (484 mg, mol)
and was recrystallized in acetonitrile to affoB8c as a white solid (668 mg, 95%).
C24H24BrNOg. m.p. 159-160°CH NMR (400 MHz, DMSO-d) § 0.86-0.92 (m, 2xCkK H,,
H:), 1.22-1.55 (m, 2HH;), 1.99-2.06 (m, 1HH;), 3.68 (s, 3H, O83), 4.37 (t, 1HJ = 7.2
Hz, H.), 5.25 (s, 2H, O8>), 6.70 (s, 1HH3), 7.11 (d, 1HJ = 8.4 Hz,Hs or Hg), 7.34 (d, 1H,
J =8.4 Hz,Hs0r Hg), 7.61 (m, 4HH>, Hz), 7.77 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7), 9.16 (d, 1H) = 7.6
Hz, CONH). *C NMR (100 MHz, DMSO-@) 6 10.8 and 15.4G; andC,), 25.1 Cs), 35.5
(Cp), 51.9 (CCHg3), 57.3 Cu), 69.2 (CCH>), 109.0 and 110.9C andCg), 112.8 (Cs), 114.6
(C10), 120.6 Cs), 129.0 C2), 131.3 Cz), 135.0 C7), 136.3 Cr), 153.0 C2), 157.1 and
157.7 Cs andCy), 159.7 CONH), 171.4 COOH), 176.5 C4). MS (ESI) m/z500 (°Br), 502
(1Br) [M-H]", 536 (°Br), 538 £Br) [M+Cl]", 502 (°Br), 504 ¢'Br) [M+H]*. Anal. Calcd
for C24H24BrNOs: C, 57.37; H, 4.82; N, 2.79. Found: C, 57.29; B15N, 3.11.
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2-[5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carbonyl)-amino]-3-methylbutyric acid
tert-butyl ester (33d). The crude was prepared according to general proeedustarting
from 3 (500 mg, 1.3 mmol) and-valine tertbutylester hydrochloride (560 mg, 2.ihah) and
was washed with diethyl ether to affd38d as a white solid (496 mg, 93%)2¢82sBrNOe.
m.p. 176-177°CH NMR (400 MHz, DMSO-d) 6 0.97 (2d, 2x3H, = 7.2 Hz,H,), 1.44 (s,
9H, OC(QHa)3), 2.19-2.24 (m, 1HHp), 4.21 (t, 1HJ = 7.8 Hz,H,), 5.25 (s, 2H, O&>), 6.70
(s, 1H,Hs), 7.11 (dd, 1H) = 0.7 Hz,J = 8.5 Hz,Hs or Hg), 7.34 (dd, 1H,) = 0.7 Hz,J = 8.5
Hz, He or Hg), 7.61 (m, 4HH2, Hg), 7.77 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7), 8.92 (d, 1HJ = 7.9 Hz,
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CONH). 3C NMR (100 MHz, DMSO-@) § 18.8 and 19.0Q,), 27.7 (OCCHs)s), 29.7 Cp),

59.0 C.), 69.2 (QCH,), 81.2 (GC(CHs)3), 109.0 and 110.9 (Cand G), 112.7 (G), 114.6
(Co), 120.6 (G, 129.0 (G), 131.2 (G), 134.9 (G), 136.3 (G), 153.1 (@), 157.1 and
157.6 (G and G), 159.6 CONH), 169.9 COO(CHb)s), 176.4 Cs). MS (ESI)m/z528 (°Br),

530 ¢Br) [M-H]", 530 (°Br), 532 £Br) [M+H]*. Anal. Calcd for C26H27BrNOs6: C, 58.88;
H, 5.32; N, 2.64. Found: C, 58.75; H, 5.55; N, 2.89
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2-[(5-(4’-Bromobenzyloxy)4-oxo-4-chromene-2-carbonyl)-amino]-3-methylbutyric acid
(34a). The crude was prepared according to general guveeK starting fron83a (400 mg,
0.8 mmol) and recrystallized in acetonitrile tocaff 34a as a white solid (282 mg, 72%).
C22H20BrNOg. m.p. 250-251°CH NMR (400 MHz, DMSO-d) § 0.97 (2d, 2x3H,) = 6.4
Hz, H,), 2.24 (m, 1HH;), 4.25 (t, 1HJ = 7.1 Hz,H.), 5.25 (s, 2H, 08,), 6.70 (s, 1HH3),
7.11 (d, 1HJ = 8.3 Hz,Hs or Hsg), 7.34 (d, 1HJ = 8.4 Hz,He or Hg), 7.61 (m, 4HH2, Hz),
7.77 (t, 1HJ = 8.3 Hz,Hv), 8.89 (d, 1H,) = 7.8 Hz, CONH). 13C NMR (100 MHz, DMSO-
ds) 8 19.0 and 19.5Q,), 29.8 Cp), 58.8 C.), 69.4 (GCH2), 109.3 and 111.1Gs and Cs),
112.8 Cs), 114.7 C10), 120.9 Cs), 129.2 C2), 131.5 Cg), 135.3 C7), 136.5 Cr), 153.5
(C2), 157.3 and 157.83 andCo), 159.7 CONH), 172.5 COOH), 176.9 Cs). MS (ESI) m/z
472 (°Br), 474 £Br) [M-H], 496 (°Br), 498 {Br) [M+Na]*. Anal. Calcd for
C22H20BrNOe: C, 55.70; H, 4.26; N, 2.95. Found: C, 55.54; H64N, 3.06.
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2-[(5-(4’-Bromobenzyloxy)4-oxo-4-chromene-2-carbonyl)-amino]-3-methylpentanoic
acid (34b). The crude was prepared according to general guveestarting fron83b (450
mg, 0.9 mmol) and recrystallized in acetonitrileattord 34b as a white solid (163 mg, 37%).
C23H22BrNOg. m.p. 258-259°C.H NMR (400 MHz, DMSO-¢) 8 0.90 (2d, 2x3H,J = 6.2
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Hz, Hs), 1.65 (m, 2HH;), 1.82 (m, 1HH,), 4.45 (m, 1HH,), 5.25 (s, 2H, O8>), 6.70 (s,
1H, Hs), 7.11 (d, 1H,) = 8.0 Hz,Hs or Hg), 7.30 (d, 1H, = 8.5 Hz,Hs or Hg), 7.61 (m, 4H,
Hz, Ha), 7.77 (t, 1H,J = 8.4 Hz,H7), 9.33 (d, 1H,) = 7.6 Hz, COMNH). 13C NMR (100 MHz,
DMSO-a&) & 21.3 and 23.1(;), 24.6 Cp), one pic under DMSOQ,), 51.1 C.), 69.4
(OCH>), 109.2 and 111.00 andCs), 112.7 C3), 114.7 Cio0), 120.8 Cs), 129.2 C2), 131.4
(Cs), 135.2 C7), 136.5 Cr'), 153.3 C2), 157.2 and 157.90 andCo), 159.5 CONH), 173.4
(COOH), 176.7 Cs). MS (ESI) m/z 486 (%Br), 488 #Br) [M-H]", 488 (°Br), 490 £Br)
[M+H] ™. Anal. Calcd for C23H22BrNOe: C, 56.57; H, 4.54; N, 2.87. Found: C, 56.54; H,
4.65; N, 3.06.
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2-[(5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4H-chromene-2-carbonyl)-amino]-3-methylpentanoic
acid (34c).The crude was prepared according to general puoeed starting fron83c (300
mg, 0.6 mmol) and was purified by flash silica eolu chromatography using
dichloromethane:methanol (95:5 to 8:2) as elueifflard 34cas a white solid (94 mg, 32%).
Co3H22BrNOg. m.p. 236-237°C.H NMR (400 MHz, DMSO-d) 6 0.88 (t, 3H,J = 6.8 Hz,
H.), 0.93 (d, 3HJ = 6.8 Hz,H,), 1.23-1.55 (m, 2HH;), 1.98 (m, 1HHp), 4.31 (t, 1IHJ =7.2
Hz, H,), 5.24 (s, 2H, O#>), 6.70 (s, 1HH3), 7.11 (d, 1HJ = 8.04 Hz,He or Hg), 7.34 (d,
1H,J = 8.4 Hz,Hsor Hg), 7.61 (m, 4HH2, Hg), 7.77 (t, 1H,J = 8.4 Hz,H7), 8.92 (d, 1H, J =
7.6 Hz, COM). 3C NMR (100 MHz, DMSO-d) 6 11.0 C.), 15.6 C)), 25.1 Cs), 35.9 Cp),
57.3 C.), 69.2 (CCH), 109.0 and 110.9Cs andCg), 112.6 (C3), 114.5 Cig), 120.6 Cs),
128.9 C2), 131.2 Cs3), 134.9 C7), 136.3 Cr), 153.3 C2), 157.1 and 157.7Cs and Co),
159.4 CONH), 172.2 COOH), 176.5 C4). MS (ESI)m/z486 (°Br), 488 £'Br) [M-H]", 510
("°Br), 512 £!Br) [M+Na]*. Anal. Calcd for C23H22BrNOs: C, 56.56; H, 4.55; N, 2.87.
Found: C, 56.11; H, 4.42; N, 2.95.
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5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4-chromene-2-carboxylic acid  {1-[2-(5-methoxy-H-
indol-3-yl)-ethylcarbamoyl]-2-methylpropyl}-amide (35a). The crude was prepared
according to general procedure; Btarting from 34a (263 mg, 0.55 mmol) and 5-
methoxytryptamine hydrochloride (211 mg, 1.1 mmai)d was purified by flash silica
column chromatography using cyclohexane/acetor2t(85:5) as eluent to afforg8ba as a
white solid (62.5 mg, 18%). H32BrNzOs. m.p. 170-171°CH NMR (400 MHz, DMSO-
ds) 8 0.90 (d, 2x3H,) = 6.7 Hz,H,), 2.14 (m, 1HHp), 2.81 (t, 2HJ = 7.2 Hz, NHCHCH>),
3.42 (m, 2H, NHE.CH), 3.75 (s, 3H, O853), 4.26 (t, 1H,J = 8.3 Hz,H,), 5.25 (s, 2H,
OCHy), 6.69 (d, 1HJ = 2.4 Hz,H¢), 6.70 (s, 1HH3), 7.01 (d, 1H,J = 2.3 Hz,H.), 7.10-7.12
(m, 2H,Hs or Hg, Ha), 7.20 (d, 1HJ = 8.8 Hz,Hs) 7.35 (d, 1HJ = 7.9 Hz,He or Hg), 7.61
(m, 4H,Hz, Hz), 7.77 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H-), 8.32 (t, 1H,J = 5.6 Hz, CONHCH,CH,), 8.77
(d, 1H,J = 4.8 Hz, CONHCHC), 10.64 (s, 1H, indole i). 3C NMR (100 MHz, DMSO-d)

6 19.2 and 19.6(,), 25.4 (NHCHCHy>), 30.7 Cp), under peak of DMSO (NEH>CH,), 55.9
(OCHs3), 59.8 C.), 69.8 (QCH2), 100.6 Cc), 109.9 and 111.4C6 andCsg), 111.6 and 111.8
(Co andCy), 112.6 and 113.0C¢ and Cs), 114.9 Cio), 121.2 Cs), 124.0 Ca), 127.9 Ch),
129.6 C2), 131.8 Cs), 131,9 Cy), 135.7 C7), 136.6 C1’), 153.5 and 153.8C; andCy),
157.5 and 158.10s and Cg), 159.7 CONHCHC), 170.9 CONHCHCH,), 177.6 Cs). MS
(ESI) m/z 644 (°Br), 646 £Br) [M-H]", 646 (°Br), 648 'Br) [M+H]*. Anal. Calcd for
Cs3H32BrN20e: C, 61.31; H, 4.99; N, 6.50. Found: C, 61.27; H85N, 5.81.
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5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylic acid  {1-[2-(5-methoxy-H-
indol-3-yl)-ethylcarbamoyl]-3-methylbutyl}-amide (35b). The crude was prepared

according to general procedure; Btarting from 34b (163 mg, 0.3 mmol) and 5-
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methoxytryptamine hydrochloride (127 mg, 0.7 mneoigd was washed with diethyl ether to
afford 35b as a white solid (64 mg, 29%)34B34BrN3Os. m.p. 130-131°C H NMR (400
MHz, DMSO-d) 5 0.88 (2d, 2x3H,) = 6.2 Hz,H,), 1.54-1.73 (m, 3HH,, Hp), 2.79 (t, 2HJ
= 7.4 Hz, NHCHCH), 3.39 (m, 2H, NHE.CHy), 3.75 (s, 3H, O83), 4.46-4.50 (m, 1H,
H.), 5.25 (s, 2H, OBy), 6.69-6.71 (m, 2HH3, He), 7.01 (d, 1HJ = 2.3 Hz,H.), 7.09-7.12
(m, 2H,Hs or Hg, Ha), 7.20 (d, 1HJ = 8.7 Hz,Hy), 7.34 (d, 1HJ = 7.9 Hz,He Or Hs), 7.61
(m, 4H,Hz, Hz), 7.77 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H-), 8.21 (t, 1H,J = 5.4 Hz, CONHCH>CH), 9.00
(d, 1H,J = 8.3 Hz, CONHCHC), 10.63 (s, 1H, indole #). *3*C NMR (100 MHz, DMSO-@)
8 21.4 and 23.0Q;), 24.4 (NHCHCH>), 30.72 (Cg), under peak of DMSO (NEH2CH>, C,),
51.9 C.), 55.4 (CCH3), 69.2 (CCH>), 100.1 Cc), 109.0 and 110.9C¢ andCg), 111.0 and
111.4 C» andCy), 112.0 and 112.5C¢ and Cs), 114.6 Ciq), 120.6 Cs), 123.4 CJ), 127.5
(Cn), 129.0 C2), 131.3 C3), 131.4 Cq), 135.0 C7), 136.3 Cr'), 153.0 and 153.3% andCy),
157.1 and 157.7Gs andCg), 159.1 CONHCHC), 171.1 CONHCHCH,), 176.6 Cs). MS
(ESI) m/z 658 (°Br), 660 £Br) [M-H]-, 660 (°Br), 662 £'Br) [M+H]*. Anal. Calcd for
Cs4H34BrN30e: C, 61.81; H, 5.20; N, 6.36. Found: C, 60.49; 225N, 6.16.
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5-(4’-Bromobenzyloxy)-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylic acid  {1-[2-(5-methoxy-H-
indol-3-yl)-ethylcarbamoyl]-2-methylbutyl}-amide (35c). The crude was prepared
according to general procedure; Btarting from 34c (151.5 mg, 0.3 mmol) and 5-
methoxytryptamine hydrochloride (118 mg, 0.6 mmai)d was purified by flash silica
column chromatography using cyclohexane:ethyl déedfal to 5:5) as eluent to affad&dcas
a white solid (14 mg, 7%).4H34BrN3Os. m.p. 117-119°C*H NMR (400 MHz, DMSO-d)

6 0.81-0.88 (m, 2xCk H, H.), 1.07-1.49 (m, 2HHs), 1.94 (m, 1HHp), 2.80 (t, 2HJ = 7.3
Hz, NHCHCH.>), under peak of D (2H, NHH.CHy), 3.75 (s, 3H, O83), 4.29-4.44 (m,
1H, Ho), 5.24 (s, 2H, 08&>), 6.68-6.71 (m, 2HH3, He), 7.01 (d, 1HJ = 2.3 Hz,H.), 7.10-
7.12 (m, 2HHe or Hg, Ha), 7.20 (d, 1HJ = 8.7 Hz,Hs), 7.35 (d, 1HJ = 7.9 Hz,He or Hg),
7.61 (m, 4HH2, Hz), 7.76 (t, 1HJ = 8.4 Hz,H7), 8.30 (m, 1H, CONCH2CH), 8.70 (m,
1H, CONHCHC), 10.63 (s, 1H, indole #). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d) & 10.7 C.),
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14.7 C)), 25.1 (NHCHCH), 25.7 Cs), under peak of DMSO (NH&CH>, Cp), 55.3
(OCHs3), 57.1 C.), 69.2 (GCH2), 99.2 Cc), 100.1 and 109.006 andCg), 110.9 and 111.4%
andCy), 112.0 and 112.6C¢ andCs), 114.5 Ci0), no signal forCs, 123.4 Ca), 127.5 Cn),
129.0 C2), 131.3 C3), 131.4 Cg), 135.0 C7), 136.4 Cr), 152.9 and 153.3C and Ca),
157.1 and 157.70s and Cg), 159.0 CONHCHC), 170.1 CONHCH,CHy), 176.5 Ca). MS
(ESI) m/z660 (°Br), 662 £Br) [M+H]*, 682 (°Br), 684 £'Br) [M+Na]*. Anal. Calcd for
Cs4H34BrN3Oe: C, 61.81; H, 5.20; N, 6.36. Found: C, 61.31; 65N, 6.47.

11.2. SYNTHESIS OF MRP1 DERIVATIVES

[1.2.1.  Synthesis of flavonoid dimers

[1.2.1.1  General procedures

General procedure L. To a solution of acetophenone (1 equiv.) in tetdabfuran (5 mL/
mmol) was added sodium hydride (60%, 4 equiv.). fdseilting mixture was stirred at 25°C
for 30 min. Then a solution dD-alkylated benzaldehyde (0.9 equiv.) in tetrahydrah (5
mL/ mmol) was added dropwise. The resulting sotuti@s stirred at 25°C under argon for 2
h. The mixture was poured into 1M hydrochloric aaitl extracted with ethyl acetate. The
combined organic layers were washed with wategddover magnesium sulfate, filtered and

concentrated under reduced pressure.

General procedure M. To a solution of chalcone (1 equiv.) in a minimamount of
dimethyl sulfoxide heated at 50°C was added dii@ae.). The resulting mixture was stirred
at 140°C for 4 h. The solution was cooled to 250Gured into water and extracted with
dichloromethane. The combined organic layers weashed with a solution of sodium
thiosulfate (0.1%), dried over magnesium sulfaikered and concentrated under reduced

pressure.
General procedure N To a solution of alkylated flavone (1 equiv.) gmatassium carbonate

(4 equiv) in methanol (20 mL/mmol) was added drigew palladium
tetrakis(triphenylphosphine)(0) (cat.). The resigtimixture was refluxed for 2 h 30. The
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solution was cooled to 25 °C, poured into water acidified to pH 4-5 with 1M hydrochloric

acid at 0°C. The white formed precipitate wasdid and washed with diethyl ether.

General procedure O.A solution of sodium hydroxide (3.5 equiv.) in wag.5 mL/mmol)

was added at 0°C to a solution of ethylene glyevivétive (1 equiv.) in tetrahydrofuran (2.5
mL/mmol). A solution of p-toluenesulfonylchloride (2.2 equiv.) in tetrahyflnan (4

mL/mmol) was added dropwise for 30 min. The remgltmnixture was stirred at 0°C for 3 h.
The mixture was poured in a cold solution of 1M toghloric acid and extracted with
dichloromethane. The combined organic layers weashed with a saturated solution of
sodium hydrogenocarbonate and water, dried over nesgm sulfate, filtered and

concentrated under reduced pressure.

General procedure P.To a solution ofdibenzaldehyde (1 equiv.) and acetophenone
derivative (4 equiv.) in 96% ethanol (15 mL/mmolasvadded dropwise a solution of 50%
potassium hydroxide in water (2 mL/mmol). The réagl mixture was stirred at 90°C for 5 h
and stirred at 25°C for 20 h. The mixture was pdunéo 1M hydrochloric acid and stirred a
couple of hours to form a yellow solid. The soli@snfiltered, dried at 106°C for 1 h and
washed with diethyl ether for 1 h to eliminate theess of starting acetophenone. The solid
was filtrated and dried at 100°C overnight. Becasm@e traces of starting dibenzaldehyde
were detected, the dried solid was washed witHdiso of ethyl acetate, acetone and ethanol
(1/1/1) for 1 h, filtered and dried in oven oveltig

General procedure Q.4-Hydroxybenzaldehyde (1 equiv.) was dissolved wattassium
carbonate (6 equiv.) and tetrabutylammonium bronfode.) in dryN, N-dimethylformamide
(5 mL/mmol). The mixture was heated to 80°C undeyoa. A solution of the tosylate
derivative (0.5 equiv.) itN, N-dimethylformamide (5 mL/mmol) was added dropwisd ¢he
resulting mixture was stirred at 80°C under argam3fh-4 h. The mixture was cooled to 25°C
and poured into cold water to form a white solitlisTsolid was filtered, washed with water
and extracted with ethyl acetate. The combinedrocgkyers were dried over magnesium

sulfate, filtered and concentrated under reducedsure.
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[1.2.1.2  Synthesis of dimer 4e

4-Allyloxybenzaldehyde (36).In a round bottom flask were dissolved allyloromide2 g,
9.8 mmol), potassium carbonate (3.4 g, 24.6 mmud)tatrabutylammonium bromide (cat) in
acetone (15 ml). Then was added dropwise a solutiof-hydroxybenzaldehyde (1 g, 8.2
mmol) in acetone (15 ml). The resulting mixture vgéisred at room temperature for 30 min
and then was refluxed for 3h30. The resulting mixtwas poured into 1M hydrochloric acid
and extracted with ethyl acetate. The combinedrocgayers were washed with water, dried
over magnesium sulfate, filtered and concentratetbureduced pressure. The crude oil was
purified by flash silica column chromatography w@sioyclohexane:ethyl acetate (95:5) as
eluent to afford36 as a yellow oil (876 mg, 67%).16H1002. *H NMR (400 MHz, CDC4) §
4.62 (d, 2HJ = 5.2 Hz, O®G.CHCHp), 5.33 (dd, 1H, = 1.0 Hz,J = 10.5 Hz,Hp), 5.43 (dd,
1H,J =1.0 Hz,J = 17.2 Hz,Ha), 6.07 (m, 1H, OCKCHCH,), 7.01 (d, 2HJ = 8.7 Hz,H3),
7.82 (d, 2H,J = 8.7 Hz,Hy), 9.88 (s, 1H, €O0). *3C NMR (100 MHz, CDC}%) & 69.0
(OCH2CHCH), 115.0 (Cs), 118.4 (OCHCHCH2), 130.1 (1), 132.0 (C2), 132.3
(OCH:CHCH_), 163.6 C4), 190.8 CHO). MS (ESI) m/z163 [M+H]".

(E)-3-(4’-Allyloxyphenyl)-1-(2-hydroxy-5-methylphenyl)-prop-2-en-1-one (37) The crude
was prepared according to general procedure Lirggaftom 36 (2.5 g, 15.7 mmol) and 2-
hydroxy-5-methylacetophenone (2.3 g, 15.7 mmol) aad washed with diethyl ether to
afford 37 as a yellow solid (2.4 g, 52%).16E1803. m.p. 79-80°C.*H NMR (400 MHz,
CDCls) 6 2.36 (s, 3H, Ch), 4.61 (d, 2H, = 5.3 Hz, OG1.CHCH), 5.33 (dd, 1H,J = 1.3 Hz,

J = 10.5 Hz,Hp), 5.44 (dd, 1HJ = 1.4 Hz,J = 17.2 Hz,Ha), 6.07 (m, 1H, OCKCHCH,),
6.93 (d, 1HJ = 8.4 Hz,Hs), 6.97 (d, 2HJ = 8.8 Hz,H3), 7.30 (dd, 1HJ) =1.9 Hz,J =8.5
Hz, Hs), 7.54 (d, 1HJ) = 15.4 HzH,), 7.63 (d, 2H)J = 8.8 Hz,H>), 7.68 (s, 1HHs), 7.88 (d,
1H, J = 15.4 Hz,Hp), 12.74 (s, 1H, @). 3C NMR (100 MHz, CDC}) & 20.8 CHz3), 69.1
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(OCH-CHCH,), 115.4 Cs), 118.0 C,), 118.3 (OCHCHCH,), 118.5 Cs), 119.9 Cy), 127.7
(Cr), 127.9 Cs), 129.4 Ce), 130.7 Cz), 132.8 (OCHCHCH;), 137.4 C4), 145.2 Cp), 161.1
(Ca), 161.6 C2), 193.7 CO). MS (ESI)m/z295 [M+H]*, 293 [M-H].

2-(4-Allyloxyphenyl)-6-methylchromen-4-one (38) The crude was prepared according to
general procedure M starting fro87Y (992 mg, 3.4 mmol) and was purified by flash silic
column chromatography using cyclohexane: ethylaee9:1) as eluent to afforl@B as a
yellow solid (790 mg, 34%). H1603. m.p. 105-106°C.*H NMR (400 MHz, DMSO-4) §
2.43 (s, 3H, Ei3), 4.63 (m, 2H, OBCHCH.), 5.35 (m, 2H, OCLCHCH2), 6.07 (m, 1H,
OCH.CHCHy), 6.92 (s, 1HH3), 7.14 (m, 2HHz3), 7.64-7.69 (m, 2HH~7, Hg), 7.83 (s, 1H,
Hs), 8.05 (m, 2HH>). 13C NMR (100 MHz, DMSO0-@) & 20.4 CHs), 68.4 (CCH2.CHCH,),
105.3 Cs), 115.2 C3), 117.8 (OCHCHCH>), 118.2 Cs), 123.0 and 123.4Ci0 and Cr),
124.0 Cs), 128.1 C2), 133.2 (OCHCHCH?), 134.8 and 135.006 andCy7), 153.9 ), 161.0
and 162.4C, andCys), 176.9 CO). MS (ESI) m/z293 [M+HT".

2-(4-Hydroxyphenyl)-6-methylchromen-4-one (39) The crude was prepared according to
general procedure N starting fra38 (384 mg, 1.3 mmol) to afford9 as a white solid (331
mg, 95%). GeH120s. m.p. 216 -218°CH NMR (400 MHz, DMSO-d) § 2.43 (s, 3H, Ei3),
6.84 (s, 1HH3), 6.92-6.94 (m, 2HH3), 7.63-7.64 (m, 2HH7, Hs), 7.82 (s, 1HHs), 7.94-
7.96 (M, 2H,H2). 13C NMR (100 MHz, DMSO-@) 6 20.4 (CH), 104.7 Cs), 115.9 Cs),
118.1 Cg), 121.7 and 123.001* andCaio), 124.1 Cs), 128.3 C2), 134.8 and 135.00s and
C7), 153.8 C2), 160.9 and 162.9% andCys), 176.8 CO). MS (ESI) m/z253 [M+H]", 251
[M-H]”
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Toluene-4-sulfonic acid -2(2-{2-[2-(2-toluenesulfgrioxy-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-
ethoxy) ethyl esther (40) The crude was prepared according to general guoeeO starting
from pentaethylene glycol (1 g, 4.2 mmol) to affotd as a yellow oil (2.2 g, 98%).
C24H34010%. 'H NMR (400 MHz, CDC#) & 2.44 (s, 6H, CH), 3.57-3.74 (m, 16H, &),
4.13-4.16 (m, 4H, 8), 7.32 (d, 4HJ = 8.0 Hz,H3), 7.78 (d, 4HJ = 8.3 Hz,H>). 13C NMR
(100 MHz, CDC}) 6 21.7 CHa), 68.8 CH>), 69.4 CH2), 70.6 CH2), 70.7 CH2), 70.8 CH>),
128.1 C2), 129.9 (Cs), 133.1 C1), 144.9 Cs). MS (ESI) m/z547 [M+H]".

6-Methyl-2-[4-(2-{2-[2-(2-{2-[6-methyl-4-(4-0x04H-chromen2-yl)-phenyloxy]-ethoxy}-
ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-phenyl]-chromen-4-pe (dimer 4e). To a solution of39
(331 mg, 1.3 mmol) irfN,N-dimethylformamide (10 mL) were added potassiunbcaate
(452 mg, 3.3 mmol), tetrabutylammonium bromide X@atd a solution ofi0 (450 mg, 0.7
mmol) in N,N-dimethylformamide (10 mL). The mixture was stirrad 100°C for 4h. The
mixture was cooled to 25°C, poured into water amttaeted with ethyl acetate. The
combined organic layers were washed with wateeddover magnesium sulfate, filtered,
concentrated under reduced pressure and was pbfédsh silica column chromatography
using dichloromethane:methanol (99:1 to 97:3) aerdl to afforddimer 4e as a yellowish
solid (135 mg, 14%). ££H42010. m.p 109-110°C*H NMR (400 MHz, DMSO-d) § 2.40 (s,
6H, CHs), 3.52-3.60 (m, 12H, By), 3.75-3.77 (m, 4H, B,), 3.16-3.18 (m, 4H, B>), 6.86 (s,
2H, Hs), 7.08 (m, 4HH3), 7.57-7.63 (m, 4HH7, Hg), 7.78 (s, 2HHs), 7.98-8.00 (m, 4H,
Hz). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d) § 20.4 CHa3), 67.5 CH>), 68.7 CH2), 69.8 CH>),
69.9 CH2), 105.2 Cs), 114.9 Cs), 118.1 Cs), 122.9 and 123.3Co andCy'), 124.0 Cs),
128.0 C2), 134.8 and 135.0C andC7), 153.8 (2), 161.3 and 162.3C; andCys), 176.8
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(CO). MS (ESI) m/z707 [M+H]". Anal. Calcd for C42H42010: C, 71.36; H, 6.00. Found: C,
71.24; H, 5.97.

11.2.1.3  Synthesis of compounds 44a and 44b

p-Toluenesulfonicacid-2-p-toluenesulfonyloxy)-ethylester (41).The crude was prepared
according to general procedure O starting fromlettg/glycol (1 g, 16.1 mmol) to affortll
as a white solid (4.9 g, 83%).1&81606S,. m.p. 119-127°C.H NMR (400 MHz, CDC}) 5
2.46 (s, 6H, €l3), 4.18 (s, 4H, €>CH>), 7.34 (d, 4HJ = 8.8 Hz,H3), 7.73 (d, 4HJ = 8.8
Hz, Hz). 3C NMR (100 MHz, CDCY) § 21.4 CHs), 66.5 CH2CH>), 127.7 C2), 129.7 Cs),
132.1 C1), 145.0 C4). MS (ESI)m/z393 [M+Na].

4-(2-(4-Formylphenyloxy)ethyloxy)benzaldehyde (42a)fhe crude was prepared according
to general procedure Q starting from 4-hydroxyb&tetayde (720 mg, 5.9 mmol) add (1

g, 2.7 mmol) to affordt2a as a white solid (630 mg, 86%)1681404. m.p. 110-130°C.1H
NMR (400 MHz, CDC}) 6 4.45 (s, 4H, €2CH>), 7.06 (d, 4H,J = 8.8 Hz,H>), 7.87 (d, 4H,

= 8.8 Hz,H3), 9.91 (s, 2H, C@). 3*C NMR (100 MHz, CDC}) 6 66.58 CH2CH>), 114.94
(C2), 130.46 Cas), 132.04 C3), 163.45 Cy), 190.74 CHO). MS (ESI) m/z293 [M+Naf.
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4-(3-(4-Formylphenyloxy)propyloxy)benzaldehyde (42p» The crude was prepared

according to general procedure Q starting from drtvyybenzaldehyde (2 g, 16.4 mmol) and
1,3-dibromopropane (1.65 g, 8.2 mmol) and was wégha mixture of ether/petroleum ether
(1:1) to afford42b as a white solid (1.8 g, 38%)1/81604. m.p. 135-137°CH NMR (400
MHz, CDCk) 6 2.29 (q, 2H,J = 6.0 Hz, CHCH2CH), 4.24 (t, 4HJ = 6.0 Hz, G1.CH.CH>),
7.02 (d, 4HJ = 8.8 Hz,H2), 7.84 (d, 4H, = 8.8 Hz,H3), 9.86 (s, 2H, €0). 3*C NMR (100
MHz, CDCB) & 29.0 (CHCH2CH,), 64.6 CH2CH.CH>), 114.8 (), 130.2 C4), 132.0 Cs),
163.8 C1), 190.4 CHO). MS (ESI)m/z307 [M+Naf.

2-Hydroxy-4,6-methoxyacetophenone (43).2,4,6-trihydroxyacetophenone (10 g, 53.7
mmol) was dissolved with potassium carbonate (1¥2gl mmol) in acetone (60 ml) at 0°C.
Dimethylsulfate (13.5 g, 107.4 mmol) was added diep and the resulting mixture was
stirred at room temperature for 2h. The excessatdgsium carbonateas filtrated. The
filtrate was concentrated under reduced pressudetlam residue was extracted with ethyl
acetate. The combined organic layers were washedwdter, dried over magnesium sulfate,
filtered and concentrated under reduced pressuhe drude solid was washed with
cyclohexane and filtered to affod8 as a white solid (8.2 g, 77%)1dE11204. m.p. 88-89°C.
'H NMR (400 MHz, CDC¥) 6 2.60 (s, 3H, CO83), 3.80 (s, 3H, Of3), 3.84 (s, 3H, 083),
5.90 (d, 1H,J = 2.4 Hz,H3), 6.04 (d, 1H,J = 2.0 Hz,Hs). 3C NMR (100 MHz, CDC§) §
32.9 (CQCH3), 55.5 (GCHS3), 90.7 Cs), 93.4 (Cs), 106.0 Cy1), 162.9 Ce), 166.0 C2); 167.5
(Cs), 203.1 CO). MS (ESI)m/z195 [M-HT.

344



PARTIE EXPERIMENTALE

1-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxy-phenyl)-3-[4-(2-{4-[3-(2hydroxy-4,6-dimethoxy-phenyl)-3-
oxo-propenyl]-phenyloxy}-ethyloxy)-phenyl]-propenore (44a). The crude was prepared
according to general procedure P starting fetita (516 mg, 1.9 mmol) and3 (1.5 g, 7.6
mmol) to afford44aas a yellow solid (934 mg, 78%)adEl34010. m.p. 220-227°CH NMR
(400 MHz, DMSO-@) 5 3.81 (s, 6H, O€3), 3.90 (s, 6H, O83), 4.37 (s, 4H, €2CH>), 5.94
(d, 2H,J = 2.0 Hz,Hs or Hs), 6.08 (d, 2HJ = 2.4 Hz,Hs or Hs), 6.96 (d, 4HJ = 8.8 Hz,
Hs), 7.55 (d, 4HJ = 8.8 Hz,H2), 7.77 (d, 4HJ = 3.6 Hz,H,, Hp). 3C NMR (100 MHz,
DMSO-a) & Problem of solubility in DMSO, inconclusive resulMS (ESI) m/z627 [M]'.
Anal. Calcd for C3sH34010: C, 68.94; H, 5.47. Found: C, 68.64; H, 5.62.

1-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxy-phenyl)-3-[4-(3-{4-[3-(2hydroxy-4,6-dimethoxy-phenyl)-3-
oxo-propenyl]-phenyloxy}-propyloxy)-phenyl]-propenane (44b). The crude was prepared
according to general procedure P starting feg2b (300 mg, 1 mmol) and3 (785 mg, 4
mmol) to afford44b as a yellow solid (245 mg, 38%)3sE36010. M.p. 192-200°CH NMR
(400 MHz, DMSO0-d) s 2.30 (q, 2HJ = 6.0 Hz, CHCH.CH.), 3.82 (s, 6H, O83), 3.90 (s,
6H, OCHs), 4.21 (t, 4HJ = 6.0 Hz, G2CH.CH>), 5.94 (d, 2HJ = 2.4 Hz,Hz or Hs), 6.09
(d, 2H,J = 2.4 Hz,H3 or Hs), 6.92 (d, 4HJ = 8.8 Hz,H3), 7.54 (d, 4HJ = 8.8 Hz,H2), 7.77
(d, 4H,J = 3.6 Hz,H,, Hp). *3*C NMR (100 MHz, DMSO-é) Problem of solubility in DMSO,
inconclusive resultsMS (ESI) m/z 641 [M+H]". Anal. Calcd for Cs7/H3eO10: C, 69.36; H,
5.66. Found: C, 68.94; H, 5.66.

345



PARTIE EXPERIMENTALE

11.2.1.4  Synthesis of compounds 49a and 49b

3-(4-Allyloxy-phenyl)-1-(2-hydroxy-4,6-dimethoxy-plenyl)-propenone (45) The crude
was prepared according to general procedure Lirggaitom 43 (2.3 g, 11.5 mmol) an86
(1.9 g, 11.5 mmol) to afford5 as a yellow solid (1.55 g, 40%)2d¢El200s. m.p. 110-117°C.
IH NMR (400 MHz, CDC4) & 3.84 (s, 3H, O6l3), 3.92 (s, 3H, O83), 4.58 (d, 2HJ = 5.3
Hz, OCH.CHCHp), 5.33 (d, 1H,) = 10.5 Hz,Hp), 5.43 (d, 1HJ = 1.2 Hz,J = 17.2 Hz,Ha),
5.96 (d, 1HJ = 2.2 Hz,H3 or Hs), 6.07 (m, 1H, OCLCHCH,), 6.11 (d, 1HJ = 2.2 Hz,Hs
or Hs), 6.94 (d, 2HJ = 8.7 Hz,Hz), 7.55 (d, 2H,J = 8.7 Hz,H2), 7.79 (d, 2H.J = 1.8 Hz,
Ha, Hg). 13C NMR (100 MHz, CDC}) § 55.7 (GCHs), 56.0 (GCH3), 69.0 (QCHCHCHp),
91.3 and 93.9Gs and Cs), 106.5 C1), 115.2 Cg), 118.2 (OCHCHCHy), 125.3 C. or Cp),
128.6 Cr'), 130.2 C2), 132.9 (OCHCHCH;), 142.5 C, or Cg), 160.5 Cs), 162.6 and 166.2
(C4 andCs), 168.5 C2), 192.7 CO). MS (ESI) m/z341 [M+HJ*, 363 [M+Na].

2-(4-Allyloxy-phenyl)-5,7-dimethoxy-chromen-4-one 46). The crude was prepared
according to general procedure M starting frdt (309 mg, 0.9 mmol) to afford6 as a
yellow solid(235 mg, 77%). @H1s0s. m.p. 178-183°CH NMR (400 MHz, CDC4) 6 3.91
(s, 3H, OG43), 3.96 (s, 3H, OB), 4.62 (d, 2H,J = 5.2 Hz, O®12,CHCHp), 5.34 (d, 1H,) =
10.5 Hz,Hp), 5.46 (d, 1H,J = 17.2 Hz Ha), 6.12 (m, 1H, OCLCHCH?y), 6.38 (d, 1H,J = 2.2
Hz, He or Hg), 6.56 (d, 1H,J = 2.2 Hz,Hs or Hg), 6.62 (s, 1HHS3), 7.01 (d, 2HJ = 8.7 Hz,
Hs), 7.82 (d, 2H,J = 8.7 Hz, Hz). 3C NMR (100 MHz, CDC4) & 55.8 (GCHs), 56.5
(OCHs3), 69.0 (QCH2CHCH), 92.9 and 96.1Gs andCg), 107.8 Cs), 109.3 Cio), 115.1 C3),
118.2 (OCHCHCHS>), 124.0 Cr), 127.6 C2), 132.6 (OCHCHCH), 159.9, 160.7, 160.9 and
161.1 Co, Cs, C7 andCys), 163.9 Co), 177.69 CO). MS (ESI) m/z339 [M+H]* .
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2-(4-Hydroxy-phenyl)-5,7-dimethoxy-chromen-4-one (4. The crude was prepared
according to general procedure N starting f8r(1 g, 3 mmol) to afford7 as a green solid
(856 mg, 97%). &H140s. m.p. 289-295°C.'H NMR (400 MHz, CDCJ) & 3.82 (s, 3H,
OCHpy), 3.89 (s, 3H, O8), 6.49 (s, 1HHs or Hg), 6.59 (s, 1HHz3), 6.83 (s, 1HHs or Hg),
6.90 (d, 2HJ = 8.7 Hz,H3), 7.88 (d, 2HJ = 8.7 Hz,H>). 3*C NMR (100 MHz, CDC§) §
55.8 (GCH3), 55.9 (GCH3), 93.2 and 96.0Gs andCs), 105.9 Ci0), 108.1 C3), 115.7 Cs),
121.0 Cr), 127.7 C2), 159.0, 160.0, 160.1 and 160&,Cs, C7 andCys), 163.4 Co), 175.5
(CO).MS (ESI)m/z299 [M+H]", 321 [M+Naf.
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p-Toluenesulfonicacid-2-p-toluenesulfonyloxy)-propylester (48).The crude was prepared
according to general procedure O starting frompt¢ganediol (500 mg, 6.6 mmol) and was
washed with diethyl ether and cyclohexane to af®8das a white solid (599 mg, 24%).
C17H2006S2. m.p. 99-102°C.*H NMR (400 MHz, CDCd) 6 1.98 (q, 2H,J = 6.0 Hz,
CH2CH.CHy), 2.44 (s, 6H, E3), 4.05 (t, 4HJ = 6.0 Hz,CH.CH>CHy), 7.34 (d, 4H,J = 8.8
Hz, Hy), 7.73 (d, 4HJ = 8.8 Hz,Hs). ¥3C NMR (100 MHz, CDCJ) & 21.7 CHs), 28.7
(CH2CH2CH), 65.9 CH2CH2CH>), 127.9 (), 130.0 Cs), 132.7 C1), 145.12 C4). MS (ESI)
m/z407 [M+NaJ.

5,7-Dimethoxy-2-(4-{2-[4-(5,7-dimethoxy-4-oxo4#-chromen-2-yl)-phenyloxy]-ethyloxy}-
phenyl)-chromen-4-one (49a).To a solution of41 (252 mg, 0.7 mmol) inN,N-
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dimethylformamide (6 mL) were added potassium caab® (470 mg, 3.4 mmol),
tetrabutylammonium bromide (cat.) and a solution4@f (405 mg, 1.4 mmol) inN,N-
dimethylformamide (6 mL). The mixture was stirrad?&°C for 30 min and at 80°C for 5h.
The mixture was poured into water to form a solitick was filtrated and dried in oven. A
solution of this solid inN,N-dimethylformamide (4 mL) was then added dropwiseat
solution of allyloromide (51 mg, 0.4 mmol) and camhte potassium (133 mg, 1 mmol) in
N,N-dimethylformamide (2 mL). The mixture was stir@d25°C for 30min and at 60°C for
4h until the complete consumption 4. The mixture was cooled to 25°C and poured into
1M hydrochloric acid to form a pale green solid e¥hwvas filtered, dried in oven and washed
with diethyl ether and dichloromethane to affetéla as a pale green solid (45 mg, 5%).
CseH30010. m.p. 265-275°C.1H NMR (400 MHz, DMSO-d) § 3.82 (s, 6H, O8s3), 3.89 (s,
6H, OCHy3), 4.46 (s, 4H, E>CH>), 6.50 (d, 2HJ = 2.0 Hz,Hs or Hg), 6.68 (s, 2HH3), 6.86
(d, 2H,J = 2.4 Hz,Hg or Hg), 7.16 (d, 4H, = 8.8 Hz,Hz), 8.01 (d, 4H,J = 8.8 Hz,H>). 13C
NMR (100 MHz, CDC4): Problem of solubility in DMSO, inconclusive rétsu MS (ESI)
m/z 623 [M+H]", 645 [M+Na]. Anal. Calcd for C3sH30010: C, 69,45; H, 4.86. Found: C,
59.40; H, 5.37.

5,7-Dimethoxy-2-(4-{3-[4-(5,7-dimethoxy-4-ox0-4H-alomen-2-yl)-phenyloxy]
propyloxy}-phenyl)-chromen-4-one (49b)To a solution o#8 (258 mg, 0.67 mmol) iN,N-
dimethylformamide (6 mL) were added potassium caab® (460 mg, 3.3 mmol),
tetrabutylammonium bromide (cat.) and a solution4a@f (398 mg, 1.3 mmol) inN,N-
dimethylformamide (6 mL). The mixture was stirred?&8°C for 30 min, at 80°C for 5h and at
25°C for 20h. The mixture was poured into watefoton a solid which was filtrated, dried in
oven and washed with diethyl ether to affetdb as a pale green solid (316 mg, 37%).
Ca7H32010. m.p. 230-240°C.'H NMR (400 MHz, DMSO-@) 6 2.22 (g, 2H,J = 6.0 Hz,
CH.CH.CH), 3.82 (s, 6H, O83), 3.89 (s, 6H, OH3), 4.25 (t, 4H,J = 6.0 Hz,
CH2CHCHy>), 6.48 (d, 2HJ = 2.4 Hz,He or Hg), 6.65 (s, 2HH3), 6.83 (d, 2HJ = 2.4 Hz,He

or Hg), 7.11 (d, 4HJ = 8.8 Hz Hg), 7.97 (d, 4HJ = 8.8 Hz,H2). 3C NMR (100 MHz,
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CDCls) Problem of solubility in DMSO, inconclusive resuMS (ESI) m/z637 [M+H]", 659
[M+Na]*. Anal. Calcd for C37H32010: C, 69.80; H, 5.07. Found: C, 59.18; H, 5.37.

[1.2.2.  Synthesis ofO-alkylated and C-alkylated derivatives of flavone

11.2.2.1  Synthesis of O-alkylated derivatives of flavone 50e50d

General procedure R.A solution of 3-hydroxyflavone (1 equiv.), potagsiicarbonate (3
equiv.) and tetrabutylammonium bromide (cat.) iatane (15 mL/mmol) was refluxed for 30
min. A solution of halogenated derivative (1.1 equin acetone (5 mL/mmol) and potassium
iodide (cat.) were added. The resulting mixture weftuxed for 2-5 h. The solution was
cooled to 25°C, poured into water and extracted wihyl acetate. The combined organic
layers were washed with water, dried over magnesiulfate, filtered and concentrated under
reduced pressure.

3-Ethoxy-2-phenyl-4H-chromen-4-one (50a)The crude was prepared according to general
procedure R starting from 3-hydroxyflavone (400 m@&8 mmol) and bromoethane (202 mg,
1.1 mmol) and was purified by flash silica coluntmamatography using cyclohexane/ethyl
acetate (9:1) as eluent to affds@a as a colorless oil (134 mg, 30%)1781403. *H NMR
(400 MHz, DMSO-d) 6 1.21 (t, 3H,J = 7.1 Hz, OCHCHs), 4.08 (q, 2H,J = 7.1 Hz,
OCH2CHs3), 7.48-7.52 (ddd, 1H, J = 1.0 Hz, J = 7.0 Bz 8.0 Hz,He), 7.57-7.62 (m, 3H,
Hz, Hs), 7.75 (d, 1HJ = 7.8 Hz,Hsg), 7.81-7.85 (ddd, 1H] = 1.7 Hz,J = 7.0 Hz,J = 8.6
Hz, H7), 8.07-8.11 (m, 3HH2, Hs). 3C NMR (100 MHz, DMSO-@) § 15.2 (OCHCH?3),
67.7 (OCH2CHz), 118.4 Cs), 123.5 Ci0), 124.9 and 125.005 andCg), 128.3 and 128.5%
andCzs'), 130.6 Cr), 130.8 Cs), 134.0 C7), 139.7 C3), 154.7 and 155.3% andCo), 174.0
(Cs). MS (ESI) m/z 267 [M+H]", 289 [M+Na]. Anal. Calcd for Ci7H1403: C, 76.68; H,
5.30. Found C, 77.06; H, 5.38.

349



PARTIE EXPERIMENTALE

3-Propoxy-2-phenyl-4H-chromen-4-one (50b). The crude was prepared according to
general procedure starting R from 3-hydroxyflavgh® mg, 0.6 mmol) and bromopropane
(86 mg, 0.7 mmol) and was purified by flash silicalumn chromatography using
cyclohexane/ethyl acetate (9:1) as eluent to affa®@t as a white solid (70 mg, 40%).
CigH1603. m.p. 36-37°C.*H NMR (400 MHz, DMSO-d) 6 0.85 (t, 3H,J = 7.4 Hz,
CH,CH.CH3), 1.60 (sex, 2H,J = 7.4 Hz, CHCHxCHs), 3.97 (t, 2H,J = 6.6 Hz,
CH2CH>CH3), 7.47-7.52 (ddd, 1H] = 1.1 Hz,J = 7.0 Hz,J = 8.0 Hz,Hs), 7.56-7.60 (m, 3H,
Hz, Hs), 7.73 (d, 1HJ = 8.5 Hz,Hg), 7.80-7.85 (ddd, 1H] = 1.6 Hz,J = 7.0 Hz,J = 8.5
Hz, H7), 8.06 (m, 2HH>), 8.10 (dd, 1HJ = 1.5 Hz,J = 8.0 Hz,Hs). 13C NMR (100 MHz,
DMSO-a) 6 10.3 (CHCH2CH3), 22.7 (CHCH2CHa), 73.5 CH2CH2CHz3), 118.4 Cg), 123.5
(C10), 124.9 and 125.0C6 and Cg), 128.4 and 128.5C%' and Cz'), 130.6 C1’), 130.8 Cas),
134.0 C7), 139.8 (C3), 154.7 and 155.30¢ and Cg), 174.0 Cs). MS (ESI) m/z 281[M+H]",
303 [M+NaJ". Anal. Calcd for CisH1603: C, 77.12; H, 5.75. Found C, 76.86; H, 6.39.

3-Isopropoxy-2-phenyl-4H-chromen-4-one (50c).The crude was prepared according to
general procedure R starting from 3-hydroxyflavo(@00 mg, 0.8 mmol) and 2-
bromopropane (114 mg, 0.9 mmol) and was purifiedldsgh silica column chromatography
using cyclohexane/ethyl acetate (9:1) as eluetfftrd 50c as a white solid (41 mg, 17%).
CigH1603. m.p. 70-72°C.*H NMR (400 MHz, DMSO-d) § 1.60 (d, 6H,J = 6.2 Hz,
CH(CHs3)2), 4.60 (sex, 1HJ = 6.2 Hz, G4(CHs)2), 7.48-7.52 (ddd, 1H) = 1.1 Hz,J = 7.0
Hz,J = 8.0 Hz,He), 7.55-7.60 (m, 3HH3, Hs), 7.75 (d, 1HJ = 8.5 Hz,Hs), 7.81-7.85 (ddd,
1H,J =1.6 Hz,J = 7.0 Hz,J = 8.5 Hz,H>), 8.09-8.13 (m, 3HHs, Hx). 13C NMR (100 MHz,
DMSO-a) & 22.1 (CHCHs3)2), 74.0 CH(CHz)2), 118.4 Cs), 123.4 Cio), 125.0 Cs andCe),
128.4 and 128.70 andCz'), 130.7 C#), 131.0 C1), 134.0 C7), 138.5 (C3), 154.8 and 155.5
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(C2 and Cg), 174.3 Cs). MS (ESI) m/z 281 [M+H]", 303 [M+Na]. Anal. Calcd for
Ci1sH1603: C, 77.12; H, 5.75. Found C, 74.42; H, 6.38.

3-Benzyloxy-2-phenyl-#H-chromen-4-one (50d).The crude was prepared according to
general procedure R starting from 3-hydroxyflavg2®0 mg, 1 mmol) and benzylbromide
(198 mg, 1.15 mmol) and was purified by flash silicolumn chromatography using
cyclohexane/ethyl acetate (9:1) as eluent to affifid as a yellow solid (230 mg, 67%).
C22H1603. m.p. 84-85°C.*H NMR (400 MHz, DMSO-g) 6 5.09 (s, 2H, O#>), 7.27-7.32
(m, 5H,Hp, He, Ha), 7.50-7.56 (m, 4HHs, Hz, Hs), 7.74 (d, 1HJ = 7.9 Hz,Hs), 7.82-7.86
(ddd, 1H,J =1.7 Hz,J = 7.0 Hz,J = 8.6 Hz,H7), 7.98-8.00 (m, 2HH>), 8.14 (dd, 1H,J =
1.5 Hz,J = 8.0 Hz,Hs). 13C NMR (100 MHz, DMSO-@) & 73.2 (OQCHz), 118.5 Cg), 123.5
(C10), 125.0 and 125.1Gs, Gs), 128.0 Ca), 128.1, 128.3, 128.4, 128.64, Cs, Gy, C), 130.4
(Cy), 130.8 C#), 134.1 C7), 136.6 Ca), 139.2 C3), 154.8 and 155.8%,Co), 174.0 C4). MS
(ESI) m/z329 [M+H]", 351 [M+Na]. Anal. Calcd for C22H1603: C, 80.47; H, 4.91. Found
C, 80.67; H, 5.00.

[1.2.2.2  Synthesis of C-alkylated derivatives of flavone

o] General procedures

General procedure S.To a solution of salicylaldehyde (1 equiv.) in tt@ ether (5
mL/mmol) at 0°C was added dropwise alkylmagnesiuoniide (5 equiv.). The resulting
mixture was stirred at 0°C for 10 min and at 25f6€3 h. The solution was slowly poured
into water and extracted with ethyl acetate. Thelmoed organic layers were washed with
water, dried over anhydrous magnesium sulfategrétf and concentrated under reduced

pressure.

General procedure T.To a solution of alcohol (1 equiv.) in dichloromatie (10 mL/mmol)
was added manganese dioxide (19 equiv.). The meguttixture was stirred at 25°C for 6 h.

The solution was filtrated over a pad of celite.eThitrate was washed with water and
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extracted with dichloromethan€he combined organic layer were dried over magmnesiu

sulfate, filtered and concentrated under reducedsure.

General procedure U.To a solution of phenol (1 equiv.) in dichlorometeg10 mL/mmol)
were added triethylamine (3 equiv.) and benzoylerate (1.6 equiv.). The resulting mixture
was refluxed for 5 h. The solution was cooled t6&@5oured into water and extracted with
dichloromethane. The combined organic layers wexshwd with 15% sodium hydroxide and
water, dried over anhydrous magnesium sulfategrétf and concentrated under reduced

pressure.

General procedure V.To a stirred solution of sodium hydride (60%, 3 igqun dimethyl
sulfoxide (4 mL/mmol) was added dropwise a solutmnester (1 equiv.) in dimethyl
sulfoxide (8 mL/mmol). The reaction mixture wasrstil at 25°C for 3 h then poured into 1M
hydrochloric acid and extracted with ethyl acetdtee combined organic layers were washed
with water, dried over anhydrous magnesium sulfidtered and concentrated under reduced
pressure to afford the intermediate diketone. Téssdue was directly dissolved in acetic acid
(3.7 mL/mmol) and sulfuric aci@.04 mL/mmol). The resulting mixture was heate@%ftC

for 1 h. The solution was cooled to 25°C and powarkfully into a saturated solution of
sodium bicarbonate at 0°C and extracted with e#itdtate. The combined organic layers
were washed with saturated sodium bicarbonated dneer anhydrous magnesium sulfate,

filtered and concentrated under reduced pressure.

o] Synthesis of compoun84ato 54d

OH

6
5©\)\/\
1
2
4 OH

3

2-(1-Hydroxy-butyl)-phenol (51a). The crude was prepared according general proceslure
starting from salicylaldehyde (1.5 g, 12.3 mmol) goropylmagnesium chloride (2M in
diethyl ether, 61.4 mmol) to affofsflaas an yellow oil (607 mg, 25%).16E11402. *H NMR
(400 MHz, CDC4) 6 0.95 (t, 3H,J = 7.3 Hz, CHOHCHCH:CH3), 1.29-1.54 (m, 2H,
CHOHCHCH2CHs), 1.73-1.95 (m, 2H, CHOHECH.CHs), 2.56 (s, 1H,
CHOHCH2CH.CHg), 4.84 (t, 1HJ = 6.5 Hz, G(HOHCH,CH.CHz), 6.80-6.88 (m, 2HH3 and
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Hs), 6.93-6.95 (dd, 1H) = 1.7 Hz,J = 7.5 Hz,He), 7.14-7.19 (ddd, 1H] = 1.7 Hz,J = 7.4
Hz, J = 8.1 Hz, Hi), 7.95 (s, 1H, phenol)’3C NMR (CDCk, 100 MHz): § 13.9
(CHOHCHCH2CH3), 19.1 (CHOHCHCH2CH3), 39.4 (CHOHCH.CH:CHs), 76.2
(CHOHCH.CH2CHs), 117.3 Cs), 119.7 Cs), 127.3 Cs), 127.6 C1), 128.9 Ca), 155.7 Co).
MS (ESI) m/z165 [M-H].

OH

6
5@\)\/\/
1
2
4 OH

3

2-(1-Hydroxy-pentyl)-phenol (51b).The crude was prepared according to general puoeed
S starting from salicylaldehyde (1.5 g, 12.3 mmat}d butylmagnesium bromide (2M in
diethyl ether) and was purified by flash silica woh chromatography using
cyclohexane/ethyl acetate (9:1) as eluent to affatl as a colorless oil (1.2 g, 81%).
C11H1602. *H NMR (CDCk, 400 MHz)5 0.90 (t, 3H,J = 7.0 Hz, CHOHCHCH,CH>CH3),
1.23-1.45 (m, 4H, CHOHC#CH>CH>CHg), 1.74-1.94 (m, 2H, CHOHE>,CH,CH.CHz3), 2.74
(s, 1H, CHAHCH.CHCH>CHg), 4.81 (t, 1HJ = 6.7 Hz, G(HOHCH.CH>CH2CHs), 6.80-6.87
(m, 2H,Hs3, Hs), 6.92-6.94 (dd, 1H) = 1.6 Hz,J = 7.5 Hz,Hs), 7.14-7.18 (ddd, 1H] = 1.7
Hz, J = 8.1 Hz,J = 9.0 Hz,Ha), 7.99 (s, 1H, @). 3C NMR (CDCk, 100 MHz)§ 14.1
(CHOHCH.CHCH2CH3), 22.6 (CHOHCHCH2CH2CHs), 28.0 (CHOHCHCH2CH2CHy),
37.0 (CHOHCH2CH2CH2CHg), 76.5 CHOHCHCH.CH.CHz), 117.3 C3), 119.8 Cs), 120.1
(Cy), 127.3 Cs), 129.0 Ca), 155.7 C2). MS (ESI) m/z161 [M-(H+HO)], 179 [M-HT.

1-(2-Hydroxy-3-methyl-butyl)-phenol (51c).The crude was prepared according to general
procedure S starting from salicylaldehyde (1 g, i8rRol) and isobutylmagnesium bromide
(2M in diethyl ether) and was purified by flasHicsi column chromatography using
cyclohexane/ethyl acetate (9:1) as eluent to affatd as a colorless oil (1.3 g, 88%).
C11H1602. *H NMR (CDChk, 400 MHz)3 0.95 (d, 3H,J = 6.6 Hz, CHOHCHCH(CHs)>),
0.98 (d, 3HJ = 6.6 Hz, CHOHCHCH(CH3)2), 1.55-1.92 (m, 3H, CHOHCIEH(CHa). and
CHOHCH2CH(CH)2), 2.46 (s, 1H, CHBICH.CH(CHg)2), 4.92 (dd, 1HJ = 5.4 Hz,J = 8.9
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Hz, CHOHCH,CH(CH)»), 6.80-6.88 (m, 2HHS3, Hs), 6.95 (dd, 1HJ = 1.7 Hz,J = 7.5 Hz,
He), 7.15-7.19 (m, 1HH4), 7.88 (s, 1H, ®). 3C NMR (CDCk, 100 MHz)§ 22.2
(CHOHCH.CH(CH3)2), 23.2 (CHOHCHCH(CH3)2), 24.8 (CHOHCHCH(CHs)z), 46.1
(CHOHCH2CH(CHs)2), 60.6 CHOHCH,CH(CHs)2), 117.1 Cs), 119.8 Cs), 124.8 C),
127.1 Ce), 129.7 Ca), 155.4 C1). MS (ESI) m/z161 [M-H+HO], 179 [M-HJ.

1-(2-Hydroxy-phenyl)-butan-1-one (52a).The crude was prepared according to general
procedure T starting frorila (607 mg, 3.6 mmol) and was purified by flash silmolumn
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate) @leluent to afforé2a as a colorless
oil (274 mg, 46%). @H120.. 'H NMR (CDCk, 400 MHz)é 1.03 (t, 3H,J = 7.4 Hz,
COCHCH2CH3), 1.79 (quint, 2HJ = 4.3 Hz, COCHCH.>CHa), 2.97 (t, 2H,J = 7.3 Hz,
COCH2CH2CHz3), 6.87-6.91 (ddd, 1H] = 1.2 Hz,J = 7.2 Hz,J = 9.2 Hz,Hs), 6.97-6.99 (dd,
1H,J =1.0 Hz,J = 8.4 Hz,H3), 7.44-7.48 (ddd, 1H] = 7.2 Hz,J = 1.6 Hz,J = 9.9 Hz,H,),
7.76-7.78 (dd, 1HJ = 1.6 Hz,J = 8.0 Hz,Hs), 12.40 (s, 1H, @). 13C NMR (CDClk, 100
MHz) é 14.0 (COCHCH:CHgs), 18.1 (COCHCH2CHz), 40.3 (CQCH2CH2CHs), 118.7 and
118.9 Cz andCs), 119.5 Cy), 130.1 Ce), 136.3 C4), 162.7 C2), 206.9 CO). MS (ESI) m/z
163 [M-HJ.

1-(2-Hydroxy-phenyl)-pentan-1-one (52b).The crude was prepared according to general
procedure T starting frorblb (1.1 g, 6.3 mmol) and was purified by flash sil@aumn
chromatography using cyclohexane/ethyl acetatebj%s eluent to affor82b as a colorless

oil (457 mg, 41%). €@H140.. 'H NMR (CDCk, 400 MHz) & 0.97 (t, 3H,J = 7.4 Hz,
COCHCHCH,CH3z), 1.38-1.48 (m, 2H, COCHH.CH.CHs), 1.69-1.77 (m, 2H,
COCHCH2CH2CHs), 2.99 (t, 2HJ = 7.4 Hz, COGI>CH,CH>CHs), 6.88-6.92 (ddd, 1H] =

1.1 Hz,J=7.1 Hz,J = 8.2 Hz,Hs), 6.97-6.99 (dd, 1H] = 0.7 Hz,J = 8.4 Hz,H3), 7.44-7.46
(ddd, 1HJ =1.6 Hz,J = 7.3 Hz,J = 8.5 Hz,Hy), 7.76-7.78 (dd, 1H] = 1.6 Hz,J = 8.0 Hz,
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He), 12.41 (s, 1H, ©). 3C NMR (CDChk, 100 MHz)3 14.0 (COCHCH,CH:CHs), 22.6
(COCH,CH;CH2CHs), 26.8 (COCHCH2CH:CHs), 38.2 (CQH2CH.CH,CHs), 118.7 and
119.0 Cs andCs), 119.5 C1), 130.1 Ce), 136.3 Ca), 162.6 C2), 207.1 CO). MS (ESI) m/z
177 [M-HJ.

1-(2-Hydroxy-phenyl)-3-methylbutan-1-one (52c).The crude was prepared according to
general procedure T starting frodic (1.7 g, 9.7 mmol) and was purified by flash silica
column chromatography using cyclohexane/ethyl sedi@1) as eluent to afforB2c as a
colorless oil (445 mg, 26%).1841402. *H NMR (CDCk, 400 MHz)$ 1.01 (d, 6H,J = 6.6
Hz, COCHCH(CHg3)2), 2.25-2.35 (m, 1H, COCICH(CHa)2), 2.84 (d, 2H,J = 6.9 Hz,
COCH2CH(CHg)2), 6.87-6.91 (ddd, 1H) = 1.1 Hz,J = 7.3 Hz,J = 8.1 Hz,Hs), 6.97-6.99
(dd, 1H,J = 1.0 Hz,J = 8.4 Hz,H3), 7.44-7.48 (ddd, 1H] = 1.6 Hz,J = 7.4 Hz,J = 8.6 Hz,
Ha), 7.74-7.77 (dd, 1HJ = 1.6 Hz,J = 8.0 Hz,Hs), 12.47 (s, 1H, @). 3C NMR (CDCl,
100 MHz) § 22.9 (COCHCH(CHs3)2), 25.7 (COCHCH(CHa).), 47.3 (CQCH2CH(CHs)),
118.7 and 118.90z andCs), 119.8 (1), 130.3 Cs), 136.4 Cas), 162.8 C2), 206.7 CO). MS
(ESI)m/z177 [M-H].

Benzoic acid 2-butyryl-phenyl ester (53a)The crude was prepared according to general
procedure U starting frori2a (274 mg, 1.7 mmol) and was purified by flash silmolumn
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate :QL@® 9:1) eluent to afford3a as a
colorless oil (178 mg, 40%).1@4160s. 'H NMR (CDCk, 400 MHz)5 0.88 (t, 3H,J = 7.4
Hz, COCHCHCHz3), 1.66 (sex, 2HJ = 7.4 Hz, COCHCH2CHj3), 2.86 (t, 2H,J = 7.2 Hz,
COCH2CH2CHj3), 7.23 (dd, 1HJ = 1.0 Hz,J = 8.1 Hz,H3), 7.36 (td, 1HJ = 1.2 HzJ=7.7
Hz, Hs), 7.50-7.58 (m, 3HH4, Hz), 7.63-7.67 (m, 1HH4), 7.80 (dd, 1H)=1.6 Hz,J=7.8
Hz, He), 8.19-8.22 (m, 2HH>'). ¥*C NMR (CDCk, 100 MHz)8 13.8 (COCHCH>CH3), 17.8
(COCHCH:CHa), 43.9 (CGCH2CH2CHg), 124.0 and 126.3Cg and Cs4), 128.8 Cz), 129.4
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(C1), 129.8 Cs), 130.4 C2), 132.0 Cr), 133.0 and 133.90; and Cs), 149.1 Co), 165.3
(COO0), 200.7 CO). MS (ESI) m/z291 [M+Na].

Benzoic acid 2-pentanoyl-phenyl ester (53bY.he crude was prepared according to general
procedure U starting frori2b (457 mg, 2.6 mmol) and was purified by flash silazdumn
chromatography using cyclohexane/ethyl acetatecj%s eluent to affor83b as a colorless
oil (377 mg, 52%). @H1g0s. *H NMR (DMSO-d;, 400 MHz)§ 0.79 (t, 3H,J = 7.3 Hz,
COCHCH;CH,CH3), 1.17-1.27 (m, 2H, COCH€H,CH.CHs), 1.44-1.51 (m, 2H,
COCHCH2CH2CHj3), 2.90 (t, 2H,J = 7.2 Hz, CO®i2CH,CH>CHj3), 7.37 (dd, 1HJ = 1.0
Hz,J = 8.0 Hz,H3), 7.43-7.47 (td, 1HJ = 1.1 Hz,J = 7.6 Hz,Hs), 7.60-7.64 (m, 2HH3),
7.65-7.69 (ddd, 1H] = 1.7 Hz,J = 8.0 Hz,J = 9.2 Hz,Hy), 7.74-7.79 (m, 1HH4), 7.92 (dd,
1H,J = 1.6 Hz,J = 7.8 Hz,Hs), 8.09-8.12 (m, 2HH>). 13C NMR (DMSO-d&, 100 MHz)3
13.6 (COCHCH2CH.CH3), 21.6 (COCHCHCH2CHz), 25.7 (COCHCH2CH.CHs), 40.6
(COCH2CH2CH2CHg), 124.0 and 126.43 andCs), 128.9 C1), 129.0 Cz), 129.7 Cs), 129.8
(C2), 131.3 Cr), 133.2 and 134.1¢; andCy), 148.2 C2), 164.5 COO), 200.2 CO). MS
(ESI)m/z283 [M+H]", 305 [M+NaJ.

Benzoic acid 2-(3-methylbutyryl)-phenyl ester (53c)The crude was prepared according to
general procedure U starting frds2c (445 mg, 2.5 mmol) and was purified by flash silic
column chromatography using cyclohexane/ethyl aedi@5:5) as eluent to affosi3c as a
colorless oil (321 mg, 45%). 16H1603. *H NMR (DMSO-d;, 400 MHz) & 0.82 (s, 3H,
COCH.CH(CHa)2), 0.84 (s, 3H, COCKCH(CH3)2), 2.02 (m, 1H, COCKCH(CHz)2), 2.78 (d,
2H,J = 6.9 Hz, CO®,CH(CHs)2), 7.37 (dd, 1H,) = 1.0 Hz,J = 8.1 Hz,Hz3), 7.43-7.45 (td,
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1H,J = 1.1 Hz,J = 7.6 Hz,Hs), 7.60-7.69 (M, 3HHa, Hs), 7.74-7.78 (m, 1HH4), 7.94 (dd,
1H,J = 1.6 Hz,J = 7.8 Hz,He), 8.09-8.11 (m, 2HH>). *C NMR (DMSO-¢, 100 MHz)5
22.2 (COCHCH(CHg)2), 24.2 (COCHCH(CHs)2), 49.8 (CACH2CH(CHs)2), 124.0 and 126.4
(Cz andCs), 128.9 C1), 129.0 C3), 129.7 Cs), 129.8 C2), 131.5 Cr), 133.1 and 134.00%
andCy), 148.2 Cy), 164.5 COO), 200.0 CO). MS (ESI) m/z283 [M+H]*, 305 [M+Na].

Benzoic acid 2-propanoyl-phenyl ester (53d)Ihe crude was prepared according to general
procedure U starting from 2’-hydroxypropiophenomel avas purified by flash silica column
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate5§9as eluent and recrystallized in
cyclohexane to affor®3d as a white solid (8 g, 94%L16H1403. m.p. 58-59°C.1H NMR
(DMSO-ts, 400 MHz)6 0.97 (t, 3H,J = 7.2 Hz, COCHCHz3), 2.94 (q, 2H,J = 7.2 Hz,
COCH2CHg), 7.37 (dd, 1HJ = 0.9 Hz,J = 8.1 Hz,H3), 7.46 (td, 1HJ = 1.1 Hz,J = 7.6 Hz,
Hs), 7.61-7.62 (m, 2HHz), 7.65-7.69 (ddd, 1H) = 1.6 Hz,J = 7.9 Hz,J = 9.2 Hz,Ha),
7.74-7.78 (m, 1HH4), 7.95 (dd, 1HJ = 1.6 Hz,J = 7.8 Hz,He), 8.10-8.13 (m, 2HH>). 13C
NMR (DMSO-a, 100 MHz)$ 8.0 (COCHCHz3), 34.0 (CQCH2CHz), 124.0 and 126.4C3
and Cs), 128.9 C1), 129.0 Cs), 129.7 Ce), 129.8 C2), 130.9 Cr’), 133.2 C4), 134.0 Ca),
148.3 ), 164.6 COO), 200.5 CO). MS (ESI)m/z277 [M+NaJ.

3-Ethyl-2-phenyl-chromen-4-one (54a).The crude was prepared according to general
procedure V starting frorB3a (178 mg, 0.7 mmol) and was purified by flash silmolumn
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate:(1@9:1) as eluent to afforéda as a
colorless oil (26 mg, 15%).16H140.. *H NMR (CDCk, 400 MHz)$ 1.18 (t, 3HJ = 7.3 Hz,
CH2CH3), 2.58 (q, 2H,J = 7.4 Hz, G4,CHs), 7.37-7.42 (m, 1HHe), 7.43 (m, 1HHs), 7.52-
7.53 (m, 3HHz, Hs), 7.60-7.67 (m, 3HH7, Hz), 8.26 (dd, 1HJ = 1.3 Hz,J = 8.0 Hz,Hs).
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13C NMR (CDCh, 100 MHz)$ 14.0 (CHCHs), 19.4 CH2CHs), 118.1 Cs), 123.2 C3), 123.6
(C10), 124.8 Cs), 126.1 Cs), 128.7 C2 andCz'), 130.3 Cs), 133.5 C7), 133.7 Cr), 156.3
(Co), 161.6 C2), 178.5 C4). MS (ESI) m/z 251 [M+H]". Anal. Calcd for Ci17H1402: C,
81.58; H, 5.64. Found C, 80.02; H, 5.75.

2-Phenyl-3-propyl-chromen-4-one (54b).The crude was prepared according to general
procedure V starting frorb3b (347 mg, 1.2 mmol). The intermediate diketone wasfied

by flash silica column chromatography using cyclare/ethyl acetate (9:1) as eluent to
afford 54b as a colorless oil (58 mg, 17%):881602. *H NMR (CDCk, 400 MHz)38 0.90 (t,
3H, J = 7.4 Hz, CHCH.CH3), 1.15-1.64 (m, 2H, C¥CH.CH3), 2.51-2.55 (m, 2H,
CH2CH:CHa), 7.37-4.71 (m, 1HHe), 7.42-7.44 (dd, 2H) = 0.4 Hz,J = 8.4 Hz, Hg), 7.51-
7.53 (m, 3HHs, Hs), 7.56-7.67 (m, 3HH7, H2), 8.25 (dd, 1HJ = 1.6 Hz,J = 8.0 Hz,Hs).
13C NMR (CDCk, 100 MHz)3 14.3 (CHCH2CHs), 22.6 (CHCH2CHs), 27.9 CH2CH2CHs),
118.0 Cs), 122.4 C3), 123.1 C10), 124.8 Cs), 126.1 Cs), 128.6 and 128.8 C2» andCzs),
130.2 Cs), 133.4 C7), 133.8 C1), 156.3 Co), 161.9 C2), 178.6 Cs). MS (ESI) m/z 265
[M+H]*, 287 [M+Na]. Anal. Calcd for CisH1602: C, 81.79; H, 6.10. Found C, 79.58; H,
6.21 (GgH1602 + 0.4 HO).

3-Isopropyl-2-phenyl-chromen-4-one (54c)The crude was prepared according to general
procedure V starting frorB3c (306 mg, 1.1 mmol) and was purified by flash silmolumn
chromatography using cyclohexane/ethyl acetatesj%s eluent to affor84c as a colorless
oil (27 mg, 11%). @H1602. 'H NMR (CDCk, 400 MHz)$ 1.37 (s, 3H, CH(E3)2), 1.39 (s,
3H, CH(CH3)2), 2.90 (sept, 1H) = 7.0 Hz, G4(CHs)2), 7.35-7.40 (m, 2HHs, Hg), 7.50-7.57
(m, 5H,Hz, Hz, He), 7.60-7.65 (m, 1HH), 8.23 (dd, 1H,) = 1.2 Hz,J = 7.9 Hz,Hs). 13C
NMR (CDCl, 100 MHz)é 20.6 (CHCH3)2), 29.2 CH(CHz)2), 117.9 Cg), 124.1 C3), 124.8
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(Ce), 125.9 (Cs), 126.1 Ci0), 128.6 and 128.8% andCz), 130.1 Cs), 133.3 C7), 134.1
(Cr), 156.0 Co), 161.7 C2), 178.6 Cs). MS (ESI) m/z 265 [M+H]". Anal. Calcd for
CisH1602: C, 81.79; H, 6.10. Found C, 78.93; H, 6.67.

3-Methyl-2-phenyl-chromen-4-one (54d).The crude was prepared according to general
procedure V starting frord3d (1.2 g, 4.7 mmol) to affor84d as a yellow oil (382 mg, 6%).
Ci6H1202. m.p. 74-75°C.*H NMR (CDCk, 400 MHz)$ 2.17 (s, 3H, €l3), 7.38-7.42 (m, 1H,
He), 7.45 (dd, 1H,) = 0.4 Hz,J = 8.4 Hz,Hs), 7.52-7.54 (m, 3HHz, Hy), 7.63-7.68 (m, 3H,
H7, Hz), 8.26 (dd, 1HJ = 1.7 Hz,J = 8.0 Hz,Hs). 13C NMR (CDCh, 100 MHz)$ 11.9
(CHa), 117.7 C3), 118.0 Cg), 122.7 C10), 124.9 Cs), 126.0 Cs), 128.6 and 129.1C% and
Cs), 130.3 Cs), 133.5 C7), 133.6 Cr), 156.3 Co), 161.2 C2), 179.0 C4). MS (ESI) m/z
237 [M+H]*, 259 [M+Na]. Anal. Calcd for CieH1202: C, 81.34; H, 5.12. Found C, 81.44;
H, 5.29.

[1.2.3.  Synthesis of ferrocene derivatives

11.2.3.1  Synthesis of ferrocenyl chalcone

General procedure W. To a solution of acetophenone derivative (1 eguiin

tetrahydrofuran (4 mL/mmol) was added sodium hyalrfd equiv.). The resulting mixture
was stirred at 25°C for 30 min and ferrocene caaliehyde (1.5 equiv.) was added in
tetrahydrofuran (4 mL/mmol) and the mixture wasretl at 25°C for 4-8 h. The solution was
poured into 1M hydrochloric acid and extracted vdithloromethane. The combined organic
layers were washed with water, dried over anhydroegnesium sulfate, filtered and

concentrated under reduced pressure.
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(E)-1-(2-Hydroxyphenyl)-3-ferrocenylpropenone (55a)The crude was prepared according
to general procedure W starting from commercialrgilable 2-hydroxyacetophenone (640
mg, 4.7 mmol) and was recrystallized in cyclohextmafford 55a as a violet solid (1.2 g,
74%). GoHiFeQ. m.p. 160-161 °CH NMR (400 MHz, DMSO-d) § 4.21 (s, 5H, €Hs),
4.61 (s, 2HHc), 4.91 (s, 2HHb), 6.97-7.01 (m, 2HH3, Hs), 7.55-7.58 (m, 2HH,, Ha), 7.82
(d, 1H,J = 15.0 Hz,Hp), 8.16 (d, 1HJ = 7.5 Hz,He), 12.9 (s, 1H, @). 13C NMR (100
MHz, DMSO-d) 6 69.6 Cp), 69.7 CsHs), 71.9 Cc), 78.7 Ca), 117.7, 117.9, 119.0 and 120.4
(Cy, C3, Cs andC,), 130.4 Cs), 135.9 Ca), 148.1 Cp), 162.1 C2), 192.6 CO). MS (ESI) m/z
332 [M], 355 [M+Na]. Anal. Calcd for CigHieFeOz: C, 65.53; H, 4.64. Found C, 68.41; H,
4.99.

(E)-1-(2-Hydroxy-6-methoxyphenyl)-3-ferrocenyl-properone (55b) The crude was
prepared according to general procedure W staftorg 2-hydroxy-6-methoxyacetophenone
(2 g, 6 mmol) and was recrystallized in cyclohexatig/!l acetate (8:2) to affor85b as a
violet solid (1.6 g, 72%). f8HisFeQ. m.p. 129-130 °CIH NMR (400 MHz, DMSO-@) &
3.74 (s, 3H, O€ls), 4.18 (s, 5H, €Hs), 4.50 (t, 2HJ = 1.7 Hz,Hc), 4.69 (t, 2HJ = 1.7 Hz,
Hb), 6.55 (d, 2H,) = 9.0 Hz,Hs, Hs), 6.64 (d, 1H,) = 15.8 Hz,H,), 7.14 (d, 1H,) = 15.8 Hz,
Hp), 7.22 (t, 1H,J = 8.3 Hz,H4), 10.26 (s, 1H, @). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d) 5 55.6
(OCHs3), 69.0 Cb), 69.6 CsHs), 71.4 Co), 78.4 Ca), 102.2 Cs), 108.9 Ca), 115.9 C1), 125.7
(C.), 131.1 C4), 147.0 Cp), 156.6 and 157.80; and Cs), 193.9 CO). MS (ESI) m/z 385
[M+Na]*. Anal. Calcd for C20H18FeOs: C, 66.31; H, 5.02. Found C, 66.29; H, 5.07.
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(E)-1-(2-Hydroxy-4-methoxyphenyl)-3-ferrocenyl-properone (55¢) The crude was
prepared according to general procedure W staftorg 2-hydroxy-4-methoxyacetophenone
(1 g, 6 mmol) and was recrystallized in cyclohexamafford55cas a violet solid (2 g, 92%).
CooH1gFeQs. m.p. 158-160 °CH NMR (400 MHz, DMSO0-d) § 3.84 (s, 3H, O@3), 4.20 (s,
5H, GsHs), 4.59 (t, 2HJ = 1.7 Hz,H.), 4.90 (t, 2HJ = 1.7 Hz,Hy), 6.50 (s, 1HH3), 6.55 (d,
1H,J = 7.6 Hz,Hs), 7.53 (d, 1H)J = 15.2 Hz,H,), 7.79 (d, 1HJ = 15.2 Hz,Hp), 8.16 (d, 1H,

J = 7.6 Hz,Hg), 13.74 (s, 1H, @). ¥3C NMR (100 MHz, DMSO-d) 5 55.7 (QCHs3), 69.6
(Cp), 69.7 CsHs), 71.6 Cc), 78.9 Ca), 100.9 Cs), 107.3 Cs), 113.6 C1), 117.5 C.), 132.2
(Ce), 147.0 Cp), 165.6 and 165.8% andCs), 191.0 CO). MS (ESI)m/z385 [M+Na] . Anal.
Calcd for C20H18Fe0s: C, 66.3; H, 5.02. Found C, 65.42; H, 4.91.

(E)-1-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxyphenyl)-3-ferrocenyl-popenone (55d) The crude was
prepared according to general procedure W staftomg 43 (410 mg, 2.1 mmol) and was
recrystallized in cyclohexane/diethyl ether (2d pfford55d as a violet solid (281 mg, 34%).
CoiHooFeQ. m.p. 143-144 °CH NMR (400 MHz, DMSO0-¢) § 3.81 (s, 3H, O€3), 3.88 (s,
3H, OMHy), 4.19 (s, 5H, €Hs), 4.54 (t, 2HJ = 1.7 Hz,H¢), 4.72 (t, 2HJ = 1.7 Hz Hy), 6.12
(d, 2H,J = 10.1 Hz,Hs, Hs), 7.28 (d, 1HJ = 15.4 Hz,H,), 7.54 (d, 1HJ = 15.4 Hz,Hp),
13.41 (s, 1H, @). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d) & 55.6 and 56.0 (OH3), 69.0 Cb), 69.6
(CsHs), 71.3 Cc), 79.1 Ca), 90.9 and 93.9Gz andCs), 106.3 C1), 124.4 C.), 145.3 Cp),
161.5, 164.9 and 165.@ Cs and Cs), 191.6 CO). MS (ESI) m/z 415 [M+NaJ. Anal.
Calcd for C2iH20FeOu: C, 64.30; H, 5.15. Found C, 64.29; H, 5.30.
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11.2.3.2  Synthesis of ferrocenyl aurones
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(2)-2-Ferrocenylidene-benzofuran-3-one(56a). To a solution of benzofuran-3f)-one
(500 mg, 3.7 mg) in dichloromethane (75 mL) werdextiferrocene carboxaldehyde (1.2 g,
5.6 mmol) and neutral aluminium oxide (15 g, 4 g/hmThe resulting mixture was stirred at
room temperature for 8h. The solution was filteffedugh a pad of celite and the filtrate was
concentrated under reduced pressure. The crudeesgsstallized in cyclohexane to afford
56a as a violet solid (898 mg, 75%).dE1sFeG. m.p. 163-165 °C.1H NMR (400 MHz,
DMSO-) § 4.22 (s, 5H, €Hs), 4.65 (t, 2H,J = 1.8 Hz,Hc), 4.95 (t, 2H,J = 1.8 Hz,Hp), 6.91

(s, 1H,H10), 7.27-7.31 (t, 1H) = 7.8 Hz,Hs), 7.53 (d, 1HJ = 8.3 Hz,H7) 7.76-7.80 (m, 2H,
Ha, He). 13C NMR (100 MHz, DMSO-@) § 69.7 CsHs), 71.3 Cv), 71.7 Cc), 74.7 Ca), 113.2
(C7), 116.0 C10), 121.8 Co), 123.5 and 123.90; andCs), 136.7 Cs), 145.1 C2), 164.6 (Cs),
181.4 CO). MS (ESI) m/z 331 [M+HJ, 353 [M+Na]. Anal. Calcd for CioH14FeOz: C,
69.12; H, 4.27. Found C, 68.82; H, 3.91.

General procedure X. To a solution of ferrocenyl chalcone (1 equiv.) pgridine (18
mL/mmol) was added mercury (ll) acetate (2.5 equiVhe resulting mixture was refluxed
for 5 h. The solution was cooled to 25°C, pouret i6BM hydrochloric acid at 0°C and
extracted with ethyl acetate. The combined orgkayiers were washed with water, dried over

anhydrous magnesium sulfate, filtered and concexttnander reduced pressure.
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(2)-2-Ferrocenylidene-4-methoxy-benzofuran-3-one (56b The crude was prepared
according to general procedure X starting frebi (782 mg, 2.2 mmol) and was purified by

flash silica column chromatography using cyclohextathyl acetate (9:1 to 8:2) as eluent to
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afford 56b as a violet solid (786 mg, 95%).d816FeQ. m.p. 204-205°C.*H NMR (400
MHz, DMSO-d&) 6 3.91 (s, 3H, O63), 4.20 (s, 5H, €Hs), 4.60 (t, 2HJ = 1.7 Hz,H¢), 4.90
(t, 2H,J = 1.7 Hz,Hp), 6.74 (s, 1HH10), 6.80 (d, 1HJ = 8.3 Hz,Hs0r H7), 7.02 (d, 1HJ =
8.1 Hz,Hs or H7), 7.69 (t, 1H,J = 8.2 Hz,He). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d@) & 56.1
(OCHg), 69.7 CsHs), 71.1 Cv), 71.4 Cc), 75.0 Ca), 104.7 and 105.7Cs andCy), 110.7 Co),
114.1 Ci0), 138.5 Ce), 145.2 C2), 157.9 C4), 165.7 Csg), 179.2 CO). MS (ESI) m/z 361
[M+H]*, 383 [M+NaJ. Anal. Calcd for C20H1s FeOs: C, 66.68; H, 4.49. Found C, 65.16; H,
4.51.

(2)-2-Ferrocenylidene-6-methoxy-benzofuran-3-one (56c The crude was prepared
according to general procedure X starting frode (393 mg, 1.1 mmol) and was purified by
flash silica column chromatography, using cyclome{athyl acetate (9:1) as eluent to afford
56c¢ as a violet solid (123 mg, 32%)..dEl1sFeQ. m.p. 205-206°C.*H NMR (400 MHz,
DMSO-a) 6 3.93 (s, 3H, OB3), 4.21 (s, 5H, €Hs), 4.60 (t, 2HJ = 1.7 Hz,H.), 4.91 (t, 2H,

J =1.7 Hz,Hy), 6.78 (s, 1HH10), 6.83 (dd, 1H,) = 2.1 Hz,J = 8.6 Hz,Hs), 7.11 (d, 1H,] =
2.1 Hz,Hy), 7.65 (d, 1HJ = 8.6 Hz,Hs). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d) 5 56.3 (QCHs3),
69.7 Cb), 71.1 CsHs), 71.4 Cc), 74.9 Ca), 97.1 C7), 112.4 and 114.406 and C1o), 114.8
(Co), 125.2 C4), 146.1 C2), 166.9 and 167.2C6 and Cg), 179.8 CO). MS (ESI) m/z 361
[M+H] ™. Anal. Calcd for C20H16FeQs: C, 66.68; H, 4.49. Found C, 66.2; H, 4.65.

General procedure Y.To a solution of benzofuranone (1 equiv.) in matig15 mL/mmol)

were added a solution of potassium hydroxide (58%+O, 1.5 mL/mmol) and ferrocene
carboxaldehyde (1.5 equiv.). The mixture was reaftlxor 5h. The solution was cooled to
25°C and concentrated under reduced pressure.€Bmtue was poured into water and 1M
hydrochloric acid and extracted with dichloromethamhe combined organic layers were
washed with water, dried over anhydrous magnesiufats, filtered and concentrated under

reduced pressure.
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(2)-4,6-Dimethoxy-2-ferrocenylidene-benzofuran-3-ong(56d). The crude was prepared
according to general procedure Y starting fromdifGethoxybenzofuran-2H)-one (500 mg,
2.6 mmol) and was purified by flash silica coluntiramatography using cyclohexane/ethyl
acetate (7:3) as eluent to aff@@d as a violet solid (763 mg, 76%).E1sFeQ.. m.p. 193-
194°C.H NMR (400 MHz, DMSO0-d) § 3.87 (s, 3H, O€l3), 3.91 (s, 3H, OH3), 4.18 (s,
5H, GsHs), 4.55 (s, 2HHc), 4.86 (s, 2HHb), 6.31 (s, 1HH10), 6.62 (s, 1HHso0r H7), 6.67 (s,
1H, Hs or H7). ¥3*C NMR (100 MHz, DMSO-d) 6 56.3 and 56.4 (OH3), 69.5 CsHs), 70.7
(Cp), 71.0 Cc), 75.1 Ca), 89.7 and 94.1Gs and Cy7), 104.8 Co), 112.2 Ci0), 146.1 C2),
158.7 Caor Cs), 167.6 and 168.33 or CsandCs), 177.6 (CO)MS (ESI) m/z391 [M+H],
413 [M+NaJ". Anal. Calcd for C22H1sFeOs: C, 64.63; H, 4.66. Found C, 62.29; H, 4.39.

(2)-2-Ferrocenylidene-4-hydroxy-benzofuran-3-one (579aTo a solution o56b (200 mg,
0.6 mmol) in dichloromethane (12 mL) was added a@hivm chloride (228 mg, 1.7 mmol).
The resulting mixture was refluxed for 4h. The solu was cooled to 25 °C, poured into 6M
hydrochloric acid at 0°C and extracted with dicbloethane. The combined organic layers
were washed with water, dried over magnesium sjlffiltered and concentrated under
reduced pressure. The crude was purified by flabba scolumn chromatography using
cyclohexanel/ethyl acetate (9:1) as eluent to afferd as a violet solid (15 mg, 8%).
CioH14FeQs. m.p. 148-149°CH NMR (400 MHz, CDC4) & 4.19 (s, 5H, €Hs), 4.57 (t, 2H,
J=1.7Hz,Hc), 4.86 (t, 2HJ = 1.7 Hz,Hy), 6.59 (d, 1HJ = 8.2 Hz,Hs or H7), 6.76 (d, 1H,]

= 8.1 Hz,Hs or Hy), 6.85 (s, 1HH10), 7.49 (t, 1H,J = 8.2 Hz,He), 7.90 (s, 1H, @). 13C
NMR (100 MHz, CDC4) § 70.1 CsHs), 71.7 and 72.1Gp and Ce), 74.9 Ca), 103.7 and
109.4 Cs and C7), 110.6 Co), 116.9 C10), 138.5 Cs), 145.6 (C2), 156.8 Ca), 164.4 Cs),
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183.9 CO). MS (ESI) m/z369 [M+Na]". Anal. Calcd for CioH14FeOz: C, 65.92; H, 4.08.
Found C, 64.99; H, 4.07.
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(2)-2-Ferrocenylidene-6-hydroxy-benzofuran-3-one (57b The crude was prepared
according to general procedure Y starting from @rbyy-2,3-hydrobenzdjfuran-3-one
(300 mg, 2 mmol) and was purified by flash silicaluetnn chromatography using
cyclohexanel/ethyl acetate (9:1 to 8:2) as eluertffiord 57b as a violet solid (31 mg, 4%).
CigH14FeQs. m.p. 271-272°C*H NMR (400 MHz, DMSO-d) § 4.19 (s, 5H, 6Hs), 4.57 {t,
2H,J =1.7 Hz,H.), 4.88 (t, 2HJ = 1.7 Hz,Hy), 6.65 (dd, 1H,J = 1.7 Hz,J = 8.5 Hz,Hs),
6.68 (s, 1HH10), 6.72 (d, 1HJ = 1.7 Hz,H7), 7.56 (d, 1HJ = 8.4 Hz,H4). 13C NMR (100
MHz, DMSO-&) 6 69.6 Cb), 71.0 CsHs), 71.2 Cc), 75.1 Ca), 98.6 C7), 112.8 and 113.43
and Cio), 113.7 Co), 125.6 Ca), 146.3 C2), 166.0 and 167.20s andCg), 179.9 CO). MS
(ESI) m/z345 [M-HJ. Anal. Calcd for CigH14FeQOs: C, 65.92; H, 4.08. Found C, 66.30; H,
4.83.

(2)-4,6-Hydroxy-2-ferrocenylidene-benzofuran-3-one (57c) The crude was prepared
according to general procedure B starting fromditfdroxyacetophenone (500 mg, 3 mmol)
and was purified by flash silica column chromatpdrausing cyclohexane/ethyl acetate (8:2
to 5:5) as eluent to afforl7c as a violet solid (26.5 mg, 3%)14814FeQ.. m.p. 174-175°C.
'H NMR (400 MHz, DMSO-d) § 4.17 (s, 5H, €Hs), 4.50 (s, 2HHc), 4.81 (s, 2HH), 6.00

(s, 1H,Hsor Hv), 6.14 (s, 1HHsor Hy), 6.47 (s, 1HH10). ¥*C NMR (100 MHz, DMSO-g) §
69.5 Cb), 70.6 CsHs), 70.7 Cc), 75.5 Ca), 90.4 Csor C7), 97.5 Csor C7), 103.3 Co), 110.5
(C10), 146.6 C2), 158.2 Caor Cg), 166.9 and 167.47; or Ce andCsg), 177.9 CO). MS (ESI)
m/z361 [M-HJ. Anal. Calcd for CigH14FeOa: C, 63.00; H, 3.90. Found C, 58.60; H, 4.48.
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11.2.3.3  Synthesis of ferrocenyl flavones

General procedure Z.To a solution of ferrocenyl aurone (1 equiv.) thanol (80 mL/mmol)

was added potassium cyanide (3.8 equiv.). The treguinixture was refluxed for 4 h. The
solution was cooled to 25°C, poured into 15% sodhydroxide and extracted with ethyl
acetate. The combined organic layers were washed water, dried over anhydrous

magnesium sulfate, filtered and concentrated uretkrced pressure.
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2-Ferrocenyl-chromen-4-one (58a)The crude was prepared according to general proeedu
Z starting from 56a (400 mg, 1.2 mmol) and was purified by flash silicolumn
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate) @s2eluent to afforé8a as a red solid
(228 mg, 57%). GH1sFeQ. m.p. 144-146°C1H NMR (400 MHz, DMSO-@) § 4.22 (s, 5H,
CsHs), 4.63 (t, 2H,J = 1.9 Hz,H.), 5.10 (t, 2HJ = 1.9 Hz,Hy), 6.63 (s, 1HH3), 7.45-7.49
(td, 1H,J = 1.0 Hz,J = 8.0 Hz,He), 7.69 (dd, 1H,) = 0.7 Hz,J = 8.4 Hz,Hg), 7.77-7.82 (m,
1H, H7), 8.02 (dd, 1HJ = 1.6 Hz,J = 7.9 Hz,Hs). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d) § 67.5
(Cb), 70.0 CsHs), 71.4 Cc), 74.6 Ca), 105.1 Ca), 118.1 Cs), 123.6 Ci0), 124.7 and 125.1
(Cs andCs), 133.7 C7), 155.7 Co), 167.8 C2), 175.9 CO). MS (ESI) m/z331 [M+H]", 353
[M+Na]*. Anal. Calcd for CisH14FeOz: C, 69.12; H, 4.27. Found C, 69.17; H, 4.09.

2-Ferrocenyl-7-methoxy-chromen-4-one (58b).The crude was prepared according to
general procedure Z starting frobdc (96 mg, 0.3 mmol) and was purified by flash silica
column chromatography using cyclohexane/ethyl aegi@5:15 to 7:3) as eluent to afford
58b as an orange solid (48 mg, 49%}adisFeQs. m.p. 177-178°C.*H NMR (400 MHz,
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DMSO-as) 6 3.93 (s, 3H, O6l3), 4.21 (s, 5H, €Hs), 4.60 (t, 2HJ = 1.9 Hz,H), 5.07 (t, 2H,
J=1.9 Hz,Hy), 6.55 (s, 1HH3), 7.04 (dd, 1HJ = 2.4 Hz,J = 8.8 Hz,Hs), 7.20 (d, 1HJ =
2.4 Hz,Hg), 7.90 (d, 1HJ = 8.8 Hz,Hs). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d) 5 56.1 (QCHs3),
67.4 Cp), 70.1 CsHs), 71.3 Co), 74.9 Ca), 100.7 Cg), 104.9 Cs), 114.3 Cs), 117.3 Cuo),
126.2 Cs), 157.5 Co), 163.6 C7), 167.2 C2), 175.5 CO). MS (ESI) m/z361 [M+H]". Anal.
Calcd for C20H16FeOs: C, 66.68; H, 4.49. Found C, 65.55; H, 4.69.
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2-Ferrocenyl-5,7-dimethoxy-chromen-4-one (58c)The crude was prepared according to
general procedure Z starting frd®d (100 mg, 0.3 mmol) and was purified by flash silic
colum chromatography using cyclohexane/ethyl aedg to 0:100) as eluent to affos8c

as a red solid (15 mg, 15%).:81sFeQ.. m.p. 180-181°C'H NMR (400 MHz, CDCJ) §
3.93 (s, 3H, OE3), 3.96 (s, 3H, OH3), 4.17 (s, 5H, €Hs), 4.51 (s, 2HH.), 4.83 (s, 2HHb),
5.30 (s, 1HH3), 6.38 (s, 1HHe or Hs), 6.47 (s, 1HHe or Hg). MS (ESI) m/z391 [M+H]".
HRMS m/z Calcd for C2:1H1sFeOs: 391.0640. Found 391.0633.

.3. BIOMIMETIC SYNTHESIS OF TRAMADOL

[1.3.1.  Synthesis of 7-(3-methoxyphenyl)-7-oxoheptanal 69

1-(3-Methoxyphenyl)cycloheptanol (66)To a solution of bromoanisole (1 g, 5.3 mmol) in
anhydrous THF (10 mL) at -78°C was added a 2.5 Mtism of n-BuLi in hexanes (2.1 mL,
5.3 mmol) and the reaction mixture was stirred Z8°€ for 45 minutes. A solution of

cycloheptanone (545 mg, 4.9 mmol) in anhydrous TblfnL) was added and the mixture
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was stirred at -78°C for 2 hours. The solvents wemeoved under reduced pressure then the
residue was diluted into distilled water and thetome was extracted with dichloromethane.
The combined organic layers were washed with wdtezgd over magnesium sulfate, filtered,
and concentrated under reduced pressure. The evadepurified by flash silica column
chromatography using dichloromethane (100%) tordff® as a colorless oil (984 mg, 92%).
C14H2002. *H NMR (400 MHz, CDC4) 6 1.55-2.10 (m, 12H, B>), 3.83 (s, 3H, O#3), 6.80
(dd, 1H,J = 2.5 Hz,J = 8.0 Hz,H4), 7.07-7.13 (m, 2HH2>, He), 7.27 (t, 1H,J = 8.0 Hz,
Hs). 13C NMR (100 MHz, CDC}) § 22.8 Cs, Gs), 29.3 Ca, Cs), 43.4 C2, C7), 55.4 (CCH3),
77.2 C1), 110.9 and 111. ¢, Cs), 117.1 Cs), 129.4 Cs), 152.9 C1'), 159.7 Cz). HRMS
(ESI)m/zcalcd for GaH2002 243.2972 [M+Nal], found 243.1359.

1-(3-Methoxyphenyl)cyclohept-1-ene (67)To a solution of66 (964 mg, 4.4 mmol) in
dichloromethane (20 mL) was added trifluoroaceticl 4336 pL, 4.4 mmol) and the mixture
was stirred at 25 °C for 1 hour. The mixture wasirpd into water and extracted with
dichloromethane. The combined organic layers wemeshed with water, dried over
magnesium sulfate, filtered and concentrated urethrced pressure to affoéd as a yellow
oil (750 mg, 95%). &H160.*H NMR (400 MHz, CDC4) 6 1.60-1.75 (m, 4H, 82), 1.91 (m,
2H, CH2), 2.36 (m, 2H, El2), 2.68 (m, 2H, El2), 3.87 (s, 3H, O83), 6.19 (t, 1HJ = 6.8 Hz,
H»), 6.83 (ddd, 1HJ) = 1.0 Hz,J = 2.5 Hz,J = 8.0 Hz,H4), 6.95 (dd, 1HJ = 1.6 Hz,J=2.5
Hz, Hz), 7.00 (ddd, 1HJ = 1.0 Hz,J = 1.6 Hz,J = 8.0 Hz,He), 7.28 (t, 1H,J = 8.0 Hz,Hx).
13C NMR (100 MHz, CDC}) 8 26.9 ((H2), 27.0 ((H2), 28.9 (GH2), 32.8 (GH), 32.9 (GHy),
55.2 (OMH3), 111.6 C2, Cs), 118.3 C¢), 130.6 and 129.1C%,, Cs), 145.0 Cr), 146.6 Cy),
159.6 Cz). HRMS (ESI) m/z caled for GsH180 203.3000 [M+H], found 203.1433,
405.5921 [2M+H], found 405.2787.
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1-(3-Methoxyphenyl)cycloheptane-1,2-diol (68)To a solution 067 (7.28 g, 36.0 mmol) in

a mixture of tetrahydrofuran (150 mL) and water (B0) were added a 4% aqueous solution
of Os(G; (11.5 mL) and a 50% aqueous solutiorNefethylmorpholineN-oxide (14 mL) and
the mixture was stirred at 25 °C for 96 hours. Aissted aqueous solution of sodium bisulfite
(50 mL) was added and the mixture was stirred at@%or 30 minutes then extracted with
dichloromethane. The combined organic layers wemshed with water, dried over
magnesium sulfate, filtered and concentrated unethiced pressure. The crude was purified
by flash silica column chromatography using cychdre/ethyl acetate (9:1) as eluant to
afford 68 as a white solid (8 g, 94%).141200s. m.p. 103-104°C.*H NMR (400 MHz,
CDCls) 6 1.45-2.05 (m, 10H, B), 3.82 (s, 3H, O83), 3.96 (dd, 1HJ= 2.6 Hz,J= 10.5
Hz, Hz), 6.79 (ddd, 1H)= 0.8 Hz,J= 2.5 Hz,J= 8.0 Hz,Hs), 7.04 (ddd, 1HJ= 0.8 Hz,J

= 1.6 HzJ = 8.0 Hz,H¢), 7.10 (dd, 1HJ) = 1.6 Hz,J= 2.5 Hz,H>), 7.28 (t, 1HJ = 8.0 Hz,
Hs). 3C NMR (100 MHz, CDCJ) § 20.1 CHy), 22.8 CH>), 26.7 CH2), 29.8 CH>), 39.0
(CHy), 55.3 (ACH3), 77.3 C2), 78.9 Cy1), 111.1 and 112.0%%, Cs), 117.0 Cs'), 129.5 Cs),
150.3 Cr), 159.8 Cz). HRMS (ESI) m/z calcd for G4H200s 259.2966 [M+Na], found
259.1304; 495.6034 [2M+Ng] found 495.2717Anal. Calcd for C14H2003: C, 71.14, H,
8.55. Found: C, 71.21, H, 8.70.

7-(3-Methoxyphenyl)-7-oxoheptanal (69) To a solution of68 (8.00 g, 33.9 mmol) in a
mixture of tetrahydrofuran (200 mL) and water (50)rwas added sodium periodate (9.9 g,
46.3 mmol) and the mixture was stirred at 25 °C48rhours. The suspension was filtered
and the solid was washed with ethyl acetate. Tiaté was washed with water, dried over
magnesium sulfate, filtered and concentrated uretfwiced pressure. The crude was purified
by flash silica column chromatography using dicbioethane/methanol (99:1) as eluent to
afford 69 as a brown oil (6.6 g, 84%).14E180s. 'H NMR (400 MHz, CDCJ) 6 1.40-1.47 (m,
2H, CHy), 1.69 (M, 2H, €), 1.76 (m, 2H, Elp), 2.47 (td, 2HJ = 1.7 Hz,J= 7.3 Hz,He),
2.97 (t, 2H,J = 7.3 Hz,H>), 3.86 (s, 3H, OB3), 7.10 (ddd, 1HJ = 0.9 Hz,J = 2.6 Hz,J=

7.9 Hz,Hy), 7.37 (t, 1HJ = 7.9 Hz,Hs), 7.48 (dd, 1HJ = 1.5 Hz,J = 2.6 Hz,H>), 7.53
(ddd, 1H,J = 0.9 Hz,J = 1.5 Hz,J = 7.9 Hz,Hes), 9.78 (t, 1H,J = 1.7 Hz,H7). 13C NMR
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(100 MHz, CDC4) 6 22.1 Cs), 24.2 C3), 29.0 Ca), 38.5 C2), 43.9 Cs), 55.6 (ACH3), 112.5
(C2), 119.6 Cs), 120.9 Ce), 129.8 Cs), 138.5 Cr), 160.0 Cs), 200.1 C1), 202.8 C7).

HRMS (ESI)m/zcalcd for G4aH1803235.2988 [M+H]T, found 235.1335; 257.2807 [M+Na]
found 257.1152.

[1.3.2.  Synthesis of (+/-)-tramadol and analysis of side pducts

Note: tramadol extracts were analyzed at the SeatfoPharmaceutical Sciences in Geneva.
NMR spectroscopic data were recorded on Briker AC4strument (400 MHz) and at 400

and 500 MHz Varian Inova spectrometer.

(+/-)-Tramadol. To a solution 069 (269 mg, 1.1 mmol) in anhydrous tetrahydrofuraé (8
ml) was added 2.0 M solution of diméthylamine imakydrofuran (1.1 ml, 2.3 mmol) and the
mixture was refluxed overnight and stirred at 25f6€48h. Sodium borohydride (108 mg,
2.8 mmol) or sodium cyanoborohydride (144 mg, 2r3at) was then added and the resulting
mixture was stirred at 25°C for 24h. Water was ddded the solution was extracted with
dichloromethane. The combined organic layers wexsghwd with water, dried over anhydrous
magnesium sulfate, filtered and concentrated uratkrced pressure to afford a crude oil (241
mg) which was purified by semi-preparative HPLC.ohder to localize the tramadol in the
reaction mixture the crude material was analyzedBy C-PDA-ELSD-ESI-MS with an X-
Bridge C18 column (im, 250 x 4.6 mm i.d.; Waters). Two peaks, both JihH]+ ions at
mfz 264, and eluting between 16-22 min were attridbute the presence of different
stereoisomers of Tramadol. This deduction was omedl by the HPLC-PDA-ESI-MS
analysis of a Tramadol standard in the same camditiThe analytical HPLC conditions were
scaled-up for semi-preparative HPLC using a gradieansfer metho@* Four injections
were made from a solution at 20 mg/2dQ A total of 13 fractions (F1-F13) were obtained
from the region considered to contain the Tramasomers based on the LC-MS results.
Fractions 1-3 yielded pure (£)R,23-Tramadol and fraction 9 afforded pure (2R(2B-

370



PARTIE EXPERIMENTALE

Tramadol. Beside isomers of tramadol, compour@sand 73 were isolated and traces of

opened Tramadol’() was detected.

(#)-(1R,2R-2-(Dimethylaminomethyl)-1-(3-methoxyphenyl)cyclolexanol. C16H2sNO,. H
NMR (CDz0D, 500 MHz)5 1.50 (qt, 1H,J= 3.7 Hz,J= 12.5 Hz,H4a»), 1.61 (dt, 1HJ= 3.4
Hz,J = 12.8 Hz,Hseq), 1.70 (m, 1HHeeq), 1.72 (M, 1HH3as), 1.81 (m, 1HHseq), 1.82 (m,
1H, Hsay), 1.87 (m, 1HHa4eg, 1.88 (M, 1HHseay), 2.10 (ddt, 1H,J= 3.4 Hz,J= 9.0 Hz,J=
12.0 Hz,H2), 2.32 (d, 1H,)= 13.4 Hz H), 2.40 (s, 6H, N(E3)2), 2.70 (dd, 1HJ=9.1 Hz,J
= 13.4 Hz,Hra), 3.80 (s, 3H, OB3), 6.81 (dd, 1H)= 2.5 Hz,J= 7.9 Hz,H4), 7.05 (d, 1H,)
= 7.9 Hz,He), 7.09 (d, 1H,)= 2.5 Hz,H2), 7.28 (t, 1HJ= 7.9 Hz,Hs). 13C NMR (CDs0OD,
126 MHz) 6 22.7 Cs), 26.6 Ca), 27.6 C3), 41.9 (Cs), 43.8 (C2), 45.3 (NCH3)2), 55.6
(OCHgs), 62.1 C7), 76.4 Cy), 112.3 C2), 112.7 C4), 118.3 Cs), 130.4 Cs), 151.1 Cu),
161.3 Cs). HRMS (ESI)m/zcalcd for GeH2sNO2 264.1964 [M+H], found 264.1951.

(#)-(1R,29-2-(Dimethylaminomethyl)-1-(3-methoxyphenyl)cyclolexanol. CieH2sNO.. H
NMR (CDsOD, 500 MHz)6 1.60 (m, 1HHa4eq), 1.63 (m, 1HHzeq), 1.66 (m, 1HH4ay), 1.69
(m, 1H,Hseq), 1.82 (M, 1HHseqg, 1.86 (m, 1HHsay), 2.05 (M, 1HHsax), 2.07 (m, 1HHsax),
2.19 (dg, 1H,)= 5.0 Hz,J= 9.0 Hz,H2), 2.42 (dd, 1H,) = 5.0 Hz,J= 13.1 Hz,H7), 2.58 (s,
6H, N(CHs)2), 3.04 (dd, 1HJ=9.0 Hz,J= 13.1 Hz H7a), 3.81 (s, 3H, O83), 6.88 (ddd, 1H,
J=0.9 Hz,J= 2.5 Hz,J= 8.1 Hz,H4), 7.12 (m, 1HHs), 7.15 (m, 1HH2), 7.31 (t, 1HJ=
8.1 Hz,Hs). 13C NMR (CDsOD, 126 MHz)5 22.2 (Q), 22.3 (G), 25.3 (B), 35.8 (G), 43.3
(C2), 44.1 (NCH3)2), 55.5 (QCH3), 59.9 (G), 74.9 (Q), 113.2 (@), 113.4 (C), 119.3 (@),
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130.3 (G), 148.9 (@), 161.2 (G). HRMS (ESI) m/zcalcd for GeHzsNO, 264.1964, found
264.1951 [M+H].

Cyclohexen-1-yl-(3-methoxyphenyl)methanone (72)CisH160.. *H NMR (500 MHz,

CDs0OD) 6 1.69 (m, 2HHs), 1.75 (m, 2HHs), 2.30 (m, 2HH4), 2.37 (m, 2HH?7), 3.83 (s,
3H, OtHs), 6.63 (tt, 1HJ = 1.7 Hz,J = 3.8 Hz,H3), 7.10 (ddd, 1H) = 1.1 Hz,J = 2.5 Hz,J

= 7.8 Hz,H4), 7.12 (d, 1HJ = 2.5 Hz,H2), 7.15 (dt, 1HJ = 1.1 Hz,J = 7.8 Hz,Hs), 7.35 (t,
1H, J = 7.8 Hz,Hs). 13C NMR (126 MHz, CROD) § 22.5 Cs), 22.9 Cs), 24.7 C7), 26.8
(Ca), 55.7 (CCH3), 114.8 C2), 118.2 Ca), 122.3 Cs), 130.1 Cs), 139.5 C2), 141.0 Cu),

146.1 Cs), 160.8 Cs3), 199.8 C1). HRMS (ESI) m/z calcd for G4H1602 217.1229, found
217.1220 [M+HT.

[2-(Dimethylamino)cyclohexyl)](3-methoxyphenyl)mettanone (73).C16H2sNO2. 1H NMR

(500 MHz, CROD) & 1.37 (m, 1H,Hsb), 1.38 (m, 1HHab), 1.39 (m, 1HHsb), 1.45 (m, 1H,
H7b), 1.77 (m, 1HHea), 1.91 (m, 1HHsa), 1.96 (m, 1HHaa), 2.00 (m, 1HH7a), 2.31 (s, 6H,
N(CH?3)2), 3.16 (td, 1H, = 3.0 Hz,J = 11.0 Hz,H3), 3.71 (td, 1HJ= 3.9 Hz,J = 11.0 Hz,H2),

3.85 (s, 3H, OEl3), 7.19 (ddd, 1H,) = 1.2 Hz,J = 2.6 Hz,J = 8.0 Hz,H4), 7.43 (t, 1HJ =

8.0 Hz,Hs), 7.52 (dd, 1HJ=1.2 Hz,J = 2.6 Hz,H2), 7.64 (dt, 1HJ = 1.2 Hz,J = 8.0 Hz,
He). 13C NMR (126 MHz, CROD) § 23.6 (C3), 26.0 Cs), 26.2 Cs), 32.4 C4), 40.8 (N(CH)2),

48.6 (C2), 55.7 (OCH), 65.8 C3), 113.8 (C2), 120.2 C4), 121.7 Cs), 130.7 Cs), 139.1 Cr),

161.4 C3), 204.8 C1). HRMS (ESI) m/z calcd for C16H23NO2 262.1807, found262.1797
[M+H]*.
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1. Analysis of tramadol

[.1. UHPLC-PDA-ESI-MS ANALYSIS OF TRAMADOL

UHPLC-TOF-MS analyses were performed on a Wateigudg UPLC system coupled to a
Waters Micromass-LCT Premier Time of Flight Masedpmeter (Milford, MA, USA),
equipped with an electrospray interface (ESI). Coomal separations were performed on a
C18 column (Waters Acquity UPLC BEH C18, 150 mm .2 2am i.d.; 1.7um, Waters,
Milford, MA, USA). The mobile phase consisted ok (A) and acetonitrile (B), each
containing 0.1% formic acid (v/v). For high resabut detection, the following gradient was
used: from 5-95% B in 30 min at a flow rate of 480 The auto sampler and the column
oven were set at 10 and 40°C, respectively. Imgactrolume was 2iL. Detection was
performed in positive ionization mode in the 1008A®a range with acquisition times of 0.3
sec in W-mode. The ESI conditions were set as i@locapillary voltage 2400 V, cone
voltage 40 V, source temperature 120°C, desolvagomperature 300°C, cone gas flow 20
L/h, desolvation gas flow 800 L/h, and MCP (michaonel plate) detector voltage 2500 V.

1.2. SEMI-PREPARATIVE HPLC-UV ISOLATION FOR
ANALYSIS OF TRAMADOL

HPLC-UV preparative analysis was performed withAamen modular spot prep 1l (Saint-
Avé, France), equipped with a UV detector. The HRIoG@ditions were as follows: X-Bridge
C18 column (fum, 250 x 19 mm i.d.; Waters); solvent system:3CN-H20, both containing
0.1% formic acid; gradient mode: 5% to 30%3CHN in 40 min, 40% to 100% CE&N in 5
min and 100% CBECN in 5 min; flow rate: 15 mL/min; injection volum@00 uL; sample
concentration: 20 mg/mL in MeOH. The UV absorbawas measured at 210 and 254 nm. 13

fractions were collected in the zone supposed mado the Tramadol.
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