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Abréviations

18FDG : Fluorodésoxyglucose
1H-MRS : Spectroscopie par résonance

magnétique des protons

A

ACh : Acétylcholine

ADN : Acide Désoxyribonucléique
AICD : domaine amyloide intracellulaire
Ala ou A : Alanine

AMM : Autorisation de mise sur le
marché

AMP : Adénosine Monophosphate
AMPATr : Récepteur AMPA

aPK: Protéine Kinase Atypique
APOE : Apolipoprotéine E et ses
isoformes €2, €3 et €4

APP : Précurseur de la Protéine
Amyloide 3

Aq: Aqueux

Argou R : Arginine

ARMm ou mRNA: Acide Ribonucléique
Messager

ARN ou RNA: Acide Ribonucléique
Asp ou D : Aspartate

ATP : Adénosine Triphosphate

AB : Amyloide Beta
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BACE-1: 3-sécrétase

C

CaMK : Protéine Kinase
Calcium/Calmoduline dépendante
CCM : Chromatographie sur couche
mince

Cdc : « Cell Division Cycle protein
kinase »

CDKLs : CDK-Like

CDKs : « Cyclin Dependent Kinases »
CK18/¢ : « Casein Kinase »

CLKs : « Cdc-Like Kinase »

CMGC : CDKs, MAP kinases, GSK et
CDKLs

C-Src : Cellular-Src

C-ter : région C-terminale d’'une protéine

D

DH : « DYRK-Homology »

DMAP : 4-diméthylaminopyridine
DMF : Diméthylformamide

DMT : Diméthyltryptamine



DSCR ou DCR-1: « Down’s Syndrome
Critical Region »

DSKs : « Dual Specificity Kinases »
DYRK : Dual Specificity

EGCG : Epigallocatéchine gallate
ePK : Protéine Kinase Ecaryotique
ERK : »Extracellular Signal-regulated

Kinase »

G

GIn ou Q : Glutamine

G-loop : « Glycine-Rich Loop »

Glu ou E : Glutamate

Gly ou G : Glycine

Gly ou G : Glycine

GSK3 : « Glycogen Synthase Kinase 3 »
GTP : Guanosine Triphosphate

H

HIPKs : « Homeodomain-interacting
Protein Kinases »

Hz: Hertz
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IADL : Instrumental Activities of Daily
Living

ICso: Concentration inhibitrice médiane
IMAO : inhibiteur de la monoamine
oxydase

IRM : Imagerie a Résonnance

Magnétique

LTB4: Récepteur du Leukotriene B4
LTD : « Long-term Depression » ou
dépression a long terme

LTP : « Long-term Potentiation » ou

potentialisation a long terme

M

MAPK : « Mitogen Activated Protein
Kinase »

Mb : Méga Base

MHz : Mega Hertz

MM : Masse Molaire

MNB : Protéine « minibrain »

MOM : Méthoxymeéthyle

MOMCI : Méthoxyméthyle chloride

N

NAA : N-acétyl-aspartate



nAChR a7 : Récepteur nicotinique a
'acétylcholine

NBS : N-bromosuccinimide

NLS : Séquence de Localisation
Nucléaire

NMDA : N-méthyl-D-aspartate
NMDAr : Récepteur NMDA

N-ter : région N-terminale d’'une

protéine

P°atm : Pression atmosphérique
pCaMKII : Protéine Kinase 2
phosphorylé calcium-calmoduline
dépendante

PCR: « Polymerase Chain Reaction » ou
réaction de polymérisation en chaine
pCREB : Phosphorylated cyclic
adenosine-3’,5’-Monophosphate-
Response Element Bing protein

Phe ou F : Phénylalanine

PiB : Composé B de Pittsburg

Pim1 : Serine/Threonine Protein Kinase
PKA : Protéine Kinase AMP-cyclique
dépendante

PKC : Protéine Kinase C

PKG : Protéine Kinase GMP-cyclique
dépendante

ppm : Partie par million

PRAK : p38-Regulated/Activated Protein

Kinase

Pro ou P : Proline
PRP4Ks : « pre-mRNA Processing

Protein 4 Kinases »

o)

QI : Quotient Intellectuel

R

RCKs : « Radiation Sensitivity
Complementing Kinase »

Rf: Rapport frontal

RMN : Résonance magnétique nucléaire
RMN : Résonnance Magnétique
Nucléaire

RTK : Récepteur Tyrosine Kinase

sAPPa : Protéine a précurseur de la
protéine amyloide 3 sécrété

SAPPf : Protéine 3 précurseur de la
protéine amyloide 3 sécrété

SD : Syndrome de Down

Ser ou S : Sérine

SRPKs : « Serine/Arginine Protein
kinase »

STPK : Protéines sérines/thréonines

kinase



T

TA : Température ambiante

TBAF : tert-Butyl ammonium fluoride
TBDPSCI : tert-
Butylchlorodiphénylsilane

TEP : Tomoscintigraphie a émission de
positions

TFA : Acide trifluoro-acétique

THF : Tétrahydrofurane

Thr ou T: Thréonine

TMS : Triméthylsilane

TMS : Tétraméthylsilane

TMU : Tétraméthylurée

TPK : Protéine Tyrosine Kinase
TrkAr : Récepteur tyrosine kinase A
TrkBr : Récepteur Tyrosine kinase B

TyrouY : Tyrosine

U

UTR : « Untranslated Region » ou région
non-transcrite

UV : Ultraviolets

\'

VGCC : Canal calcique voltage dépendant
V-Src: Protéine kinase isolée a partie du

virus Rous sarcoma

X

Xaa ou X : Acide aminé variable

Y

Yacks : « Yeast Kinases »

a: Alpha
B : Beta

Yy : Gamma
0 : Delta

€ : Epsilon



Introduction

L’objectif de la these est la synthese totale d'un inhibiteur sélectif de la protéine DYRK1A
isolé d'une plante terrestre, la Scorzonera radiata. Depuis une dizaine d’années, il a été
clairement établit que cette protéine kinase, dont le gene est localisé sur le chromosome
21, est impliqué dans le mécanisme de développement de la maladie d’Alzheimer. Avant
d’aborder les résultats de l'ensemble des travaux effectués au cours de cette these,
I'introduction vis a resituer le contexte avec tout d’abord une description de la maladie
d’Alzheimer et de son mécanisme en l'état actuel des connaissances ainsi que les
méthodes thérapeutiques existantes de la pathologie. Une description succincte du
syndrome de Down sera ensuite abordée. Des notions générales sur les protéines
kinases et en particulier de la protéine kinase DYRK1A seront présentées. La
présentation de cette cible sera suivie de la description de ses principaux inhibiteurs.
L’introduction se terminera par la présentation de la molécule naturelle et de son

origine.
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A. La maladie d’Alzheimer

I. Introduction

1. Découverte - contexte

Alois Alzheimer (1864 - 1915). 1l fut un Auguste D. (1850 - 1906). Elle fut la
psychiatre, un neurologue et un patiente du Dr. Alzheimer de 1901 a
neuropathologiste. (1) 1906. (t2)

() — Cf. partie crédits photos

En 1901, une femme agée de 51 ans, Auguste D. est admise a ’h6pital de Francfort ou
elle est examinée par le docteur Alois Alzheimer, un psychiatre, neurologue et
neuropathologiste allemand. Il a suivi le cas jusqu’au déces de la patiente en 1906.
Durant les cinq années, il a observé une dégradation des facultés cognitives de la
patiente avec des difficultés de mémorisation, de compréhension, une désorientation
temporelle et spatiale avec de hallucinations et des comportements incohérents. A la
mort de cette patiente, il continua ses travaux de recherche en effectuant une autopsie
de son cerveau et il a mis en évidence la présence de plaques séniles. Ce n’est qu’en 1907
qu'’il décrit pour la premiere fois la maladie dite d’Alzheimer. Plusieurs autres cas furent
rapportés dans la littérature, cependant c’est en 1911 que le psychiatre Emil Kraepelin
isola les caractéristiques spécifiques de la maladie d’Alzheimer, Auguste D. présentant

d’autres pathologies en plus de la maladie d’Alzheimer(?2].
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La maladie d’Alzheimer est de plus en plus courante avec la population vieillissante. On
estime a plus de 44 millions victimes de démence di a la maladie d’Alzheimer dans le
monde et ce nombre pourrait croitre jusqu’a 100 millions de cas en 205003, ce qui fait de
cette maladie la forme de démence la plus répandu représentant plus de 50% des cas
autopsiésl4l. En France la fréquence de la maladie d’Alzheimer est de 2 a 4% de la
population générale, cependant ce taux augmente rapidement avec I'age pour atteindre
15% pour la population agée de 80 ans ou plus. On estime a 900 000 le nombre de cas
aujourd’hui pour 1.3 millions de cas en 2020[>6l. De part ces chiffres, I'urgence de la
découverte d'un traitement efficace pour la maladie est bien réelle. De nombreux essais
cliniques dans le développement de nouveaux traitements sont avortés du fait de la

complexité de la maladie, cependant I’enjeu économique est immense.

2. Symptoémes

La maladie affecte les personnes de différentes manieres, 'apparition des premiers
symptoémes commencent par une dégradation progressive de la capacité a retenir de
nouvelles informations. L’apparition de ce symptome est lié au fait que les premiers
neurones a mourir, ou dont le fonctionnement va étre perturbé, sont ceux qui sont
localisés dans les régions du cerveau impliquées dans la mémorisation. Le
dysfonctionnement de I’ensemble des neurones ainsi que la perte progressive de ceux-ci
va conduire a d’autres symptomes qui sont caractéristiques de la maladie d’Alzheimer
dont les plus courants sont :

- Des pertes de mémoire qui perturbent le quotidien.

- Ladifficulté a prévoir ainsi qu’a résoudre des problemes.

- La difficulté de remplir les taches familieres domestiques, professionnelles, ou

méme de loisir.

- Des confusions dans le temps et I’espace.

- Des troubles du langage ou de I'écriture.

- Laperte de ses objets et la difficulté a retracer son parcours.

- Labaisse de jugement.

- L’isolement et I'éloignement dans le monde professionnel ou dans ses activités de

loisir.
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Le changement dans I'humeur et la personnalité.

L’espérance de vie lors du diagnostic de la maladie est de 3 a 9 ans suivant la sévérité de

la démencel4l,

3. Diagnostic de la maladie

Le diagnostic de la maladie est le plus souvent effectué par le médecin généraliste par

'analyse de I'historique médical du patient et de sa famille en incluant les antécédents

psychiatriques ainsi que les changements cognitifs et comportementaux. Le médecin se

renseigne également aupres de I'entourage du patient. Il peut par la suite effectuer une

évaluation cognitive par le biais de tests tel que le « Mini Mental State » ou bien encore le

test des cinq mots et une évaluation physiques en se basant sur une échelle d’activités

instrumentales de la vie courante (IADL - instrumental activities of Daily living). En

fonction des résultats un examen biologique est réalisé. Si un trouble cognitif est avéré,

différents outils d’imagerie médicale seront utilisés pour obtenir des données

structurales ainsi que fonctionnelles :

L’'imagerie par résonnance magnétique (IRM) permet l'obtention de données
structurales du cerveau et de mettre en évidence les zones atrophiées a cause de
la maladie, cela permet également d’identifier les changements du cerveau, tel
qu’une tumeur ou une lésion qui pourrait expliquer les symptémes.

La spectroscopie par résonnance magnétique du proton ('H-MRS) est une
méthode analytique qui permet l'identification et la quantification des
métabolites dans I’échantillon en se basant sur le méme principe que la RMN. A la
différence de I'IRM, I''H-MRS fourni des informations physiologiques et
chimiques au lieu d'une image anatomique. De nombreux métabolites tels que la
créatine ou la choline peuvent étre ainsi étudiés, cependant dans le cadre de la
maladie d’Alzheimer, le métabolite principal étudié est le N-acétyl-aspartate
(NAA) car il est produit par les mitochondries neuronales et est exclusivement
retrouvé dans le systéeme nerveux. La diminution ou la disparition de NAA est un
signal de la dégradation ou de la mort neuronalel78l.

La tomoscintigraphie a émission de positons (TEP) permet de mesurer 'activité

d’'un organe, dans notre cas le cerveau par l'utilisation de traceurs marqués au
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18F. Le principal traceur est le fluorodésoxyglucose (18FDG) qui permet par la
suite avec 'accumulation du 18F d’effectuer une tomographie et de déterminer les
zones ou l'activité neuronale est altérée.

- L'imagerie TEP-traceurs de plaques amyloides est une technique trés récente
dont le principe est identique au TEP, cependant le traceur est différent. Dans ce
cas, le composé B de Pittsburg (PiB) va venir se fixer sur les dépots d’amyloide et

permet d’effectuer un diagnostic trés précoce de la maladie d’Alzheimer(®.10],

En 2011, les criteres de diagnostic de la maladie d’Alzheimer ont évolué. Ceux établie en
1984 permettaient d’établir un diagnostic de la maladie a un stade déja avancé avec des
pertes de mémoire et des troubles cognitifs suffisamment importants pour impacter le
quotidien du patient. Aujourd’hui trois phases ont été établies dont la premiére est une
phase préclinique qui permet d’identifier la maladie avant les premiers signes cliniques.
La seconde phase est celle ou la maladie engendre des troubles cognitifs modérés, la
démence est quant a elle la troisiéme phase. En plus de I'établissement des différentes
phases, il y a également eu l'inclusion de tests avec des biomarqueurs qui peuvent étre
séparés en deux catégories, ceux qui mesurent 'accumulation de I'amyloide Beta (A) et

ceux qui mesurent la dégradation neuronale et la dégénérescence.

4. Facteurs de risques

De nombreux facteurs de risques semblent étre liés au développement de la maladie
d’Alzheimer. Le plus grand risque est le vieillissement, la majorité des personnes
diagnostiquées sont agées de 65 ans ou plus, cependant des personnes plus jeunes
peuvent étre diagnostiquéesl3]. Parmi les autres facteurs de risquesily a:

- Les antécédents familiaux et le facteur génétique avec le gene de
I’Apolipoprotéine E (ApoE). L’ApoE est une protéine dont le role est le transport
lipidique. Il existe dans la population trois isoformes de I’ApoE : €2, €3 et 4. Le
plus courant étant l'isoforme €3. Des études ont montré que les gens qui héritent
de l'isoforme €2 semblent présenter un risque amoindrie de développer la
maladie d’Alzheimer, I'isoforme €3 n’étant pas un facteur de risque, cependant les

personnes héritant d'une copie de l'isoforme €4 semblent présenter une risque
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de développer la maladie, ce risque semble étre encore plus grand avec la
présence de deux copies(11-13],

- De nombreux facteurs de risques dans le cadre de maladies cardiovasculaires
sont liés a 'augmentation du risque de développement de la maladie d’Alzheimer.
Parmi ces facteurs nous retrouvons le tabagismell415], T obésitél1617], les
diabétes(151819] ]e cholestéroll20] et 'hypertension artérielle(21].

- Le faible niveau d’éducation semble également étre un facteur de risquel2223],

- Les traumatismes craniens modérés a séveres augmentent les risques de

développer la maladie d’Alzheimer ou une autre forme de démencel241.,

II. Meécanismes

1. Deux dérégulations de protéines.
a) L'amyloide-f3

L’amyloide-f3 (AB) est un peptide de 36 a 43 acides aminés issus de la protéolyse du
précurseur de la protéine amyloide-$ (APP) par une séquence d’actions enzymatiques
de la B-sécrétase ou BACE-1 et de la y-sécrétase (figure 1)[25l. En se basant sur des
études de formes génétiques de la maladie d’Alzheimer incluant le syndrome de
Downl[2¢] et sur le fait que ’AB42 est toxique pour la cellule, la notion de « I’hypothese
amyloide » est I'’hypothese qu’'un déséquilibre entre la production, la clairance et
I'agrégation de peptides causant une accumulation d’Af3 qui est supposé comme un
facteur initiateur de la maladie d’Alzheimer!27.28],

Lors de cette accumulation, I’Af s’agrege de fagon spontanée sous la forme de plusieurs
entités physiquement différentes. L'une d’elle est la formation d’oligomere soluble de
deux a six peptides qui vont ensuite s’assembler entre eux pour former des entités
intermédiaires qui sont également solubles(?93%], ]l est également possible que I'Af
s’assemble sous forme de fibrilles qui vont s’arranger en feuillets f donnant ainsi des
fibres insolubles appelées « plaques amyloides ». Cependant les oligomeéres et les
structures intermédiaires solubles sont les formes les plus neurotoxiques d’AB[311.

Dans la maladie d’Alzheimer, la quantité de ces oligomeres dans le cerveau est

directement corrélée avec la déficience cognitive de la maladiel3Z], cependant l'activité
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neuronale engendre une augmentation rapide des niveaux d’A3 dans la synapse suivant
un processus proche de celui des vésicules libérant les neurotransmetteurs. Il est
supposé que dans les conditions physiologiques normales, 'A} pourrait diminuer la
transmission de l'influx nerveux et prévenir I'hyperactivité neuronalel33l. Pour un
individu sain, c’est la dégradation de ces formes solubles d’Af3 par les protéases tel que
la Neprilysine et 'enzyme de dégradation de l'insuline qui permet de rester a des
concentrations physiologiques en AB[34. Par contre la réduction de la Neprilysine

engendre une accumulation cérébrale de I’A3[35].

Nonamyloidogenic Amyloidogenic
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3 “ (
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Figure 1: Le clivage par l'a-sécretase dans le peptide AB est
I'initiation du processus non-amyloide, libérant la protéine
précurseur sAPPa et laissant les 83 résidus C-ter (C83) dans la
membrane, elle sera ensuite digérée par la y-sécrétase libérant
dans le milieu extracellulaire le fragment p3 et le domaine
amyloide intracellulaire (AICD). Le processus amyloide est initié
par la B-sécrétase (BACE-1) libérant une protéine précurseur
sAPPB plus petite que sAPPa laissant ainsi un fragment de 99
résidus (C99) qui va subir également l'action de la y-sécrétase
générant ainsi I’Af3 et AICDI3¢].
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b) Laprotéine Tau

Découverte et isolée pour la premiere fois en 1975 par M. W. KIRSCHNER[?7], 1a protéine
TAU est soluble dans des conditions physiologiques normales, elle est abondamment
exprimée au niveau des axones assurant I'assemblage et la stabilité des microtubules
ainsi que le transport des vésicules (figure 2). Elle existe sous six isoformes dans les
tissus cérébraux humains38], elle posséde trois a quatre domaines de liaison (R1 a
R3/R4) situés au niveau du domaine C-Terminall3°l permettant la cohésion avec le
microtubule. Elle possede également 79 sites potentiels de phosphorylation sur des Ser
ou de Thr[39. Dans les conditions normales, la protéine est active avec environ 30 sites
phosphorylési39l. Cependant la protéine TAU sous une forme hyperphosphorylée est
insoluble, perdant ainsi son affinité pour les microtubules. Elle tend a s’agréger sous la
forme de filaments en double-hélice. Dans certaines maladies neurodégénératives, tel
que la maladie d’Alzheimer, ces filaments, sous la forme d’enchevétrements
neurofibrillaires, constituent des inclusions dans les neurones pyramidales. Ces
maladies sont regroupées sous le terme de Taupathiel*?l. La quantification de ces
enchevétrements neurofibrillaires est utilisée comme un marqueur de la sévérité de la
maladie d’Alzheimer(#0l,

Comme pour les oligomeéres ainsi que les structures intermédiaires de I’'Af3, la protéine
TAU sous sa forme anormale est cytotoxiquel*!l et engendre des troubles cognitifs[4243],
Les filaments hélicoidaux semblent inertes, toutefois la diminution du transport axonal
et le nombre de neurones sont indépendants de la quantité d’enchevétrements
neurofibrillairesi*4. Ces filaments, par un procédé qui semble étre neuroprotecteur,
séquestreraient I'intermédiaire toxique de la protéine TAU45],

Dans le cas de la démence frontotemporale avec syndrome Parkinsonien, plus de 30
mutations sur le gene codant la protéine TAU, porté par le chromosome 17, ont été
détectéesl46l. A la différence, dans la maladie d’Alzheimer, aucune mutation de TAU n’est
impliquée, de plus I'étendue de la mort neuronale est non proportionnelle a la quantité
d’enchevétrements fibrillaires[#7]. Par contre I'augmentation de la quantité de la protéine
TAU phosphorylée ou non dans le liquide cérébrospinal est directement corrélée avec

les scores obtenus lors des examens cognitifs“l.
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Des études ont également montré qu'une accumulation de I'AB serait a l'origine de
I'agrégation de la protéine TAU[*9-51l. De plus la dégénération des cultures cellulaires
ainsi que les déficits cognitifs des souris modélisant la maladie d’Alzheimer qui sont

induits par I’Af nécessitent la présence endogéne de la protéine TAU[5253],

Fyn GSK-38 Akt CaMKIl GSK-38
cdks MARK cdks
MAPK — MAPK
Tau and Microtubule
microtubule-associated
proteins S KXGS
184, 202 214 235 262370 394 404
» L Rl R2| RRR4
50,69 181 205 231

|_MBD_| 403

Neurofibrillary
tangles

Paired helical
filaments

5/ ¥

Hyperphosphorylated
tau proteins

Destabilized microtubules
(impaired axonal transport)

Figure 2 : la répétition des séquences R1 a R4 forme le domaine de liaison au
microtubule de la protéine TAU. La phosphorylation dans les conditions
physiologiques normales de la protéine se fait sur des résidus sérine (S) et
thréonine (T) par différentes kinases. L’hyperphosphorylation de la protéine
engendre une déstabilisation du microtubule avec la formation de doubles
hélices de protéines TAU qui vont conduire a des amas insolubles[3¢l.
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2. Lasynapse.

Au-dela de ces dérégulations protéiques, le dysfonctionnement synaptique est impliqué
dans la maladie d’Alzheimer (figure 3). Cela se traduit par deux mécanismes :

J La défaillance synaptique, qui peut étre la cause primaire de la maladie
d’Alzheimer(>4l. Chez les patients avec une détérioration moyenne de leurs fonctions
cognitives, une diminution du nombre de synapses au niveau de I'’hippocampe a été
observéel>®], cependant un phénoméne compensatoire s’est mis en place par
I'augmentation de la taille des neurones qui sont encore présents(>sl. Chez les personnes
atteintes d'une forme plus avancée de la maladie, la perte synaptique est
disproportionnée par rapport aux neurones, cette perte est tres bien corrélée avec le
niveau de démencel56-58], Le facteur de vieillissement lui-méme est une cause de la perte

synaptiquel>?], ce qui affecte particulierement le gyrus dentelé de I'hippocampel60l,

Des études sur des coupes de cerveaux de souris utilisées comme modele pour la
maladie d’Alzheimer mis en présence d’Af ont démontré une diminution de l'influx
nerveux(®ll, Cette diminution engendre une inhibition de la production de molécules
impliquées dans la mémorisation avec une interruption de la libération des
neurotransmetteurs du coté présynaptiquel6263] ainsi qu'une endocytose partielle des
récepteurs au glutamate avec d’autres récepteurs de surface tel que le récepteur canal
activé par le N-méthyl-D-aspartate (NMDA) au niveau postsynaptiquel®4], ce qui a pour
effet la diminution de l'activité synaptique. Un phénomene similaire a celui-ci est
observé lors du vieillissement, cependant 'accumulation intraneuronale d’Af3 peut étre

le facteur déclencheur prématuré de ces déficits[6>l,

. Impliquées dans la prolifération, la différentiation et la survie du neurone et du
gliome, les neurotrophines sont des polypeptides qui permettent 'apprentissage et la
mémorisation, elles sont également impliquées dans le comportement. Dans des
conditions physiologiques normales, elles sont présentes a forte dose dans les neurones
cholinergiques du cerveau antérieur basal, cependant dans le cas d’'un stade avancé de la
maladie d’Alzheimer leurs concentrations sont tres réduites. Lors de I'expérimentation
sur 'animal, I'injection de facteurs de croissance neuronale a permis de sauver certains

neurones(®®l, de plus une étude clinique de phase I d’'un traitement impliquant ces
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facteurs de croissance a montré une amélioration des fonctions cognitives et du

métabolisme du cerveaul67l.

Le récepteur nicotinique a 'acétylcholine a7 (nAChR a7) est essentiel dans le processus
cognitif. Son niveau augmente dans les phases précoces de la maladie d’Alzheimer!8],
pour ensuite décroitre a des stades plus avancésl®9l. Des travaux ont permis de montrer
que I'Af se lie au récepteur nAChR a7, ce qui a pour conséquence une diminution de la
libération d’acétylcholinel’9l. De plus chez les patients atteints de la maladie
d’Alzheimer, le nombre de récepteurs muscariniques a l'acétylcholine est également
réduitl71l. L’'utilisation d’inhibiteurs de cholinestérases ainsi que des modulateurs de
récepteurs nAChR a7 améliore la neurotransmission et permet de fournir un
soulagement d’efficacité moyenne dans la maladie, cette efficacité diminuant avec le
temps. Actuellement des essais cliniques dans le développement d’agonistes sélectifs
des récepteurs muscariniques ont montré une amélioration de la fonction cognitivel72]

ainsi qu'une diminution de la concentration d’Af dans le liquide céphalo-rachidien(73l,

Le grand nombre d’études sur la maladie d’Alzheimer a permis de mettre en évidence sa
complexité. Effectivement de nombreuses perturbations métaboliques sont observées
chez les patients lors de la maladie :

- L’AB est un poison mitochondriall74]. Il possede une action inhibitrice sur la
mitochondrie empéchant celle-ci d’exercer ses roles enzymatiques dans le
cerveaul’s7¢l, Ce qui a pour principal effet d’engendrer un stress oxydatif par
la libération de radicaux libres(77.78l.

- Dans certain cas d’Alzheimer, le nombre de récepteurs a 'insuline, le nombre
de protéines transportant le glucose ainsi que d’autres éléments impliqués
dans la voie de I'insuline est diminué[7].

- Des maladies ischémiques affectent entre 60 a 90% des patients
diagnostiqués, les infarctus représentent environ un tiers des cas autopsiés
avec des lésions vasculaires(80.81],

- La présence de plaques séniles active les microgliomes qui vont endocyter
I’AB, cependant I'activation chronique de ces cellules engendre une libération

de chémokines et ainsi une cascade destructrice impliquant des cytokines[82l.
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- Il est courant d’'observer une perte de la régulation calcique dans certaines
maladie neurodégénératives, dans le cas de la maladie d’Alzheimer, les
concentrations de calcium cytosoliques sont augmentées, ce qui stimule

I'agrégation de I’A3[8384],

PaireJ helical +
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CaZ* influx (Linflux)
TCalpain
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Figure 3 : La perte synaptique est trés bien corrélée avec la dégénérescence
dans la maladie d’Alzheimer. Les anneaux représentent des vésicules. Des
travaux ont montré que I'AB est responsable de l'altération de la plasticité
synaptique par modification de la balance entre la potentialisation a long terme
(LTP) et la dépression a long terme (LTD) ainsi que la réduction du nombre de
synapses. La forte concentration d’oligomeres A3 supprimerait I'influx nerveux
basal. L’AB faciliterait 'endocytose des récepteurs NMDA (NMDATr) ainsi que les
récepteurs AMPA (AMPAr). L’Af se lie aux récepteurs p75 a la neurotrophine
(p75NTr) ainsi qu’au récepteur tyrosine kinase B (TrkBr). L’A vient également
perturber les récepteurs a 'acétylcholine (nAChr) perturbant ainsi la libération
d’acétylcholine (ACh) dans la synapse. - Signification des sigles suivants:
protéine précurseur amyloide (APP), protéine kinase 2 phosphorylé calcium-
calmoduline dépendante (pCaMkil), Phosphorylated cyclic adenosine-3',5'-
Monophosphate-Response Element Binding protein (pCREB), récepteur
tyrosine kinase A (TrkAr) et canal calcium voltage dépendant (VGCC)[36l.
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III. Traitement

Actuellement il n’existe aucun traitement qui permet la guérison de la maladie
d’Alzheimer, ni méme de stopper I’évolution de celle-ci. Cependant il existe une prise en
charge médicamenteuse qui peut varier par rapport a l’évolution de la démence

permettant de ralentir 'évolution de celle-ci.

1. Les inhibiteurs de cholinestérases

L’un des neuromédiateurs le plus important que 'on retrouve dans la fente synaptique
au niveau des régions impliquées dans la mémorisation est I'acétylcholine (ACh). Dans le
cas de la maladie d’Alzheimer, il y a une dégradation importante des neurones
cholinergiques au niveau du prosencéphale, ayant pour conséquence la diminution des
transmissions cholinergiques(8l. Cette hypothese a été pour la premiére fois évoquée en
1982[86], elle est maintenant clairement établie. Cette perte est corrélée avec la
dégénérescence cognitive ainsi que la densité des plaques séniles[87:88], Une diminution
des enzymes choline-acétyltranférases permet la synthese de I'acétylcholine au niveau
de l'hippocampe et dans le cortex cérébrall®®. Une approche pour améliorer les
fonctions cognitives dans le cas de la maladie d’Alzheimer a été de moduler les systemes
cholinergiques en inhibant des cholinestérases, des enzymes qui hydrolyse
'acétylcholine au niveau du cerveaul®9l. Le fait de bloquer I'action de ces cholinestérases
permet d’augmenter les concentrations d’acétylcholine au niveau synaptique et ainsi
d’améliorer les fonctions cognitives par l'augmentation des transmissions[®1l.

Actuellement sur le marché il existe quatre molécules inhibitrices de ces cholinestérases.
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a) Le Donepezil - ARICEPT®

Figure 4 : structure du Donepezil 1

Vendu par les laboratoires Eisai Pharmaceuticals et Pfizer sous la forme de comprimés,
il fut dans un premier temps indiqué pour les cas modérés de la maladie d’Alzheimer, ce
n’est que plus tard que ce composé fut également indiqué dans les formes séveres de la
maladiel?2]. Le Donepezil 1 (figure 4), de la famille des pipéridines, est un inhibiteur non
compétitif et se lie de fagon réversible avec une grande sélectivité[®0l. Du fait de sa
grande demi-vie plasmatique et de sa faible activité anticholinestérase périphérique,

I'administration peut étre effectuée une fois par jour(?3l.

b) La Rivastigmine - EXELON®

Figure 5 : structure de la Rivastigmine 2

Développée par les laboratoires Novartis, la Rivastigmine 2 (figure 5) est indiquée dans
le cas de démences légeéres a modérées de la maladie d’Alzheimer. Faisant partie de la
famille des carbamates, elle est considérée comme un inhibiteur effectuant une action
réversible, du fait que laction persiste longtemps apreés la diminution des

concentrations plasmatiques, cette molécule qualifiée de « pseudo-irréversible »[%41. Ce
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médicament a initialement été commercialisé sous la forme d’une solution buvable, il est
maintenant disponible sous la forme d'un patch transdermique qui améliore
grandement les conditions thérapeutiques des patients effectuant de nombreuses prises

médicamenteuses, cela permet une meilleure observance[95.96],

c) La Galantamine - REMINYL®

Figure 6 : structure de la Galantamine 3

Développée par les laboratoires Janssenl[?7], la Galantamine 3 (figure 6), faisant partie
de la famille des alcaloides avec une amine tertiaire, est un inhibiteur compétitif et
réversible cependant elle n’est pas spécifique des cholinestérases car elle module
également les récepteurs nicotiniques a 'acétylcholine de fagon allostérique augmentant
les transmissions nicotinergiques(®8l. Ce médicament est indiqué dans les cas de
démences légéres a modérées de la maladie d’Alzheimer(?8l. Initialement le traitement
sous la forme de comprimés a libération immédiate nécessitait deux prises journalieres,
maintenant une capsule a libération prolongée est également disponible permettant de

n’effectuer qu’une seule prise journaliere[®?],
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d) La Tacrine - COGNEX®

NH,

Figure 7 : structure de la Tacrine 4

Développée par les laboratoires Pfizer et vendue sous la forme de gélules avec quatre
prises journaliére. La Tacrine 4 (figure 7) fait partie de la famille des acridines. Du fait

de son grand nombre d’effets secondaires, ce traitement a été abandonné aux Etats-Unis.

2. Antagoniste du NMDA

a) La Mémantine - EBIXA®

Figure 8 : structure de la Mémantine 5

Découverte en 1968 par les laboratoires Eli Lilly & Co, ’AMM n’a été obtenue qu’en 2002
en Europe et en 2003 aux Etats-Unis par d’autres laboratoires tel que les laboratoires
Lundbeck pour la commercialisation en Francel%0l, La Mémantine 5 (figure 8) est un
antagoniste non compétitif et d’affinité moyenne du récepteur NMDAI100.101] 'Ja molécule
vient bloquer I'entrée du canal lors de son ouverture durant un laps de temps trop
important. La suractivité de ce récepteur canal, causée par une libération excessive de

glutamate, engendre une augmentation de l'entrée d’ions Ca?*. Cette excitotoxicité est
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corrélée a la perte de mémoire dans le cas de la maladie d’Alzheimer(192]. [’action de la
Mémantine est fortement dépendante du voltage. Ce composé présente également une
cinétique rapide de déblocage des canaux, dans les conditions physiologiques normales,
la Mémantine va avoir une faible action du fait du court temps d’ouverture du canal,
cependant lors de l'excitotoxicité ou d'une suractivation des récepteurs NMDA la
Mémantine viendrait bloquer ces canaux. C'est I'hypotheése proposée pour expliquer
I'amélioration de la fonction synaptique, de la mémoire et le ralentissement de la
dégénérescence cognitivell03.104] Disponible sous la forme de comprimés aussi bien que
sous la forme d’une solution buvable, le traitement exige plusieurs prises journaliéres,
cependant dans certains pays, il existe une forme a libération prolongée ne nécessitant

qu’une seule administration quotidiennel105],

3. Nouvelles approches

Les seuls traitements disponibles aujourd’hui permettent seulement d’apporter une
amélioration des fonctions cognitives par de méthodes compensatoires sans traiter la
cause de la maladie. Cela permet uniquement d’améliorer le quotidien des patients en
ralentissant au maximum I'apparition inéluctable des symptomes.

Les développements de nouveaux traitements pour la maladie d’Alzheimer suivent
aujourd’hui deux approches différentes(106] ;

- Le développement de traitements symptomatiques dans le but d’améliorer les
fonctions cognitives. Cette approche présente encore un grand intérét pour le
monde de la recherche, effectivement, le recensement de I'ensemble des
essais cliniques dans le cadre de la maladie d’Alzheimer a montrer que cette
voie continue d’évoluer, cependant les traitements de ce type ne permettront
pas la guérison de la maladie, c’est le cas des traitements actuels.

- Le développement de traitements dont le but est de cibler directement le
mécanisme de la maladie. Cette approche présente un intérét encore plus
important. Effectivement, ici la cible est directement le mécanisme de la
maladie. Le nombre d’essais cliniques est grandissant. Le développement de

petites molécules ainsi que I'immunothérapie représentent a eux seul plus de
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45% de 'ensemble des essais cliniques effectués dans le cadre de la maladie

(plus de 85% dans cette voie d’approche).

La complexité de la maladie d’Alzheimer fait que la majorité de ces essais cliniques
n’aboutissent pas a une AMM, durant la période de 2002 a 2012, 413 essais cliniques ont
été effectués ou bien sont encore en cours avec seulement 0.4% d’entre eux qui
aboutissent a une AMMI106], Le dernier échec connu est celui de Bapineuzumab co-
développé par les laboratoires Elan et Wyeth, suite a des acquisitions, ce sont les
laboratoires Johnson & Johnson et Pfizer qui continuent le programme. Le
Bapineuzumab est un anticorps monoclonal qui reconnait I'Af, cependant l'essai
clinique de phase 3 n’a pas permis de mettre en évidence une meilleure activité que le

placébo, for¢ant les laboratoires a mettre un terme au projet.

B. Le syndrome de Down.

1. Découverte - contexte.

Edouard Seguin (1812 - 1880). Il fut un John Langdon Down (1828 - 1896). 1l
médecin et pédagogue francgais. (+3) fut un médecin britannique. (4

(1) - Cf. partie crédits photos

En 1846, le Dr Edouard SEGUIN effectue pour la premiere fois une description détaillée
d’'une forme de débilité mentale s’accompagnant de traits morphologiques particuliers a

laquelle il a attribué le nom d’idiotie furfuracée. C’est en 1866 qu'un médecin anglais, le
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Dr John LANGDON DOWN, décrivit a nouveaux cette arriération mentale et effectua une
description phénotypique du syndrome. Il fit de cet ensemble de symptomes une entité
meédicale spécifique a laquelle il associa son nom. Nous devons également a ce médecin
les termes de « mongolisme» ou «d’idiotie mongolienne » du fait du caractére
phénotypique mongoloide de ce syndrome.

Le syndrome de Down est une maladie chromosomique congénitale causée par la
présence d’'un chromosome 21 supplémentaire. Cette caractéristique génétique fut mise
en évidence par R. TURPIN, M. GAUTHIER et ]J. LEJEUNE, une équipe francaise en
19591107, Une équipe américaine sous la direction de P. JACOBS est arrivée aux mémes
conclusions durant cette méme annéel108l, C’est suite a cette découverte que le terme de
trisomie 21 fut proposé du fait de la présence d’'un troisieme chromosome 21.
Aujourd’hui, en moyenne un enfant sur 700 a 1000 nait porteur de la pathologie, on
estime qu’il y a environ 60 millions de personnes trisomiques dans le monde avec plus
de 50 000 en France.

Une étude américaine plus poussée, effectuée dans dix régions des Etats-Unis, montre
une incidence de un cas pour 800 grossesses avec une prévalence de 11,8 pour 10 000
naissances en 2003. De plus la prévalence varie de facon croissante avec 1'age de la

merel109],

2. La maladie

Le syndrome de Down est une maladie chromosomique, elle est due a un nombre
anormal de chromosomes. Cette maladie est également appelée trisomie 21 du fait de la
présence d'un troisieme chromosome 21. Cette anomalie est mise en évidence de fagon
fiable par un caryotype (Figure 9).

Dans plus de 95% des cas, la forme de trisomie 21 est dite libre ou homogene, elle est
causée par la présence d’'un chromosome surnuméraire entier. Dans ce cas, toutes les
cellules du zygote, et plus tard de I'individu, seront porteuses de cette anomalie. Elle est
pour la grande majorité des cas d’origine maternelle. C’est au court d'une méiose lors de
la formation des gametes, qu’il y a non séparation du chromosome 21 et ainsi le zygote

formé se retrouve avec trois copies de ce chromosome.

32



Une autre forme de la trisomie 21 est dite mosaique ou hétérogene, elle représente 2%
des cas et est définie par la présence de deux types cellulaires, 'un comportant le bon
nombre de chromosomes et I'autre possédant trois copie du chromosome 21, l'origine
provenant d’un accident mitotique durant '’embryogenese.

Une derniere forme existe et représente 3% des cas. C’est une trisomie par translocation
Robertsonienne, elle est d’origine parentale. Cette trisomie se manifeste par la présence
d’une troisieme copie du chromosome 21 sur un autre chromosome, le plus souvent sur
le chromosome 14 ou plus rarement sur le chromosome 22. Dans cette forme, toutes les
cellules sont trisomiques, cependant le diagnostic par caryotype reste difficile.

En plus de ces formes de trisomie concernant un chromosome entier, il existe également
le cas d’'une trisomie partielle dans laquelle seulement un fragment du chromosome
supérieur a 5 Mb est présent en 3 exemplaires. Ce type d’anomalie, bien que tres rare,
résulte d'un accident lors de la méiosel110],

Il existe également le cas d’'une microtrisomie dans lequel un fragment d’environ 0.5Mb
est impliqué, cependant le diagnostic ne pourra se faire que par hybridation génomique
comparative. Il a également été démontré qu'’il est possible d’avoir une duplication d'un
seul geéne, c’'est le cas de certain cancers tumoraux présentant une instabilité
chromosomique, cependant les modeles d’études restent principalement ceux qui

présentent une trisomie dans toutes les cellules[110],
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3. Diagnostic

Aujourd’hui, le caryotype reste le diagnostic le plus couramment utilisé permettant
d’identifier de facon trés fiable une trisomie 21, mais également d’autres sortes
d’aneuploidies ou translocations. Récemment, d’autres méthodes de diagnostic fiables
ont été développées, tel que I'hybridation in situ par fluorescence durant l'interphase
pendant une division cellulaire mais également par la technique de PCR quantitative a
fluorescencel110111]. [] existe également des techniques reposant sur le principe
d’hybridation par l'utilisation de sondes qui mesurent le nombre de séquences
d’ADNI112-114], La technique d’hybridation génomique comparative sur des puces a ADN
(microarray) permet le diagnostic d’une trisomie totale ou partielle mais également

d’'une monosomiell15116],

Les individus qui sont atteints du syndrome de Down présentent plusieurs
caractéristiques typiques qui permettent d’effectuer un diagnostic sur le plan clinique.

- Le retard mental, présent dans 100% des cas. En clinique, la déficience
intellectuelle est définit par un QI inférieur a 70. Dans le cas des patients
présentant le syndrome de Down avec un retard mental modéré a sévere, le QI
est généralement compris entre 25 et 55 avec une régression avec I'age.

- Une hypotonie musculaire qui se manifeste dés la naissance ainsi qu’une
hyperlaxité des ligaments. Ces caractéristiques engendrent l'apparition de
scolioses, de luxation, d'une instabilité des articulations, ainsi que d’autres
complications telle que la protrusion de la langue et de 'abdomen qui engendre
une déformation du tronclt17],

- La plupart des caractéristiques typiques sont sur le plan morphologique, elles se
manifestent sur 'ensemble de I'organisme.

o L’extrémité céphalique est caractérisée par une dysmorphie cranio-faciale
avec une brachycéphalie. Le visage est arrondi, élargi et aplati, le nez est
également aplati et élargi a sa base. Les fentes palpébrales sont le plus
souvent obliques et de phénotype mongoloide, les yeux présentent
fréquemment un hypertélorisme. Les oreilles quant a elles sont petites,

bassement implantées et mal repliées.
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o Les membres supérieurs et inférieurs sont généralement plus courts,
cependant les déformations sont prédominantes au niveau des
articulations des membres inférieurs avec de fortes fréquences de
luxation. Les mains sont courtes et trapues avec dans 60% des cas la
présence d'un pli palmaire unique contre 1 a 2 % dans la population
générale. L’affaissement de la voute plantaire engendre des pieds plats qui
sont également courts et épais avec le premier espace entre les orteils

élargi.

4. Pathologies associées

Suite aux nombreuses dérégulations engendrées par la trisomie 21, de nombreuses
pathologies somatiques lui sont associées tel que des pathologies cardio-vasculaires. Les
malformations cardiaques sont la premiére cause de mortalité chez les personnes
trisomiques[118l, Il y a également des pathologies digestives avec une malformation
digestive qui engendre une obstruction du duodénum ou une mauvaise communication
entre I'cesophage et la trachée ainsi que des pathologies endocriniennes telle qu'une
hypothyroidie congénitale ou acquise. Le déficit d’hormone de croissance est
responsable du retard de croissance ainsi que de la petite taille des individus
trisomiques. Ces individus présentent également des troubles oculaires, oto-rhino-
laryngologiques, broncho-pulmonaires, dermatologiques ainsi que des pathologies
ostéo-articulaires. En ce qui concerne les pathologies néoplasiques, certaines sont sous
représentées dans le cas de la trisomie 21, faisant de la maladie génétique le seul
exemple qui protege de 'apparition de certaines tumeurs solides. Cependant d’autres
tumeurs solides peuvent étre relativement fréquentes, laissant supposer que certains
genes impliqués sont situés sur le chromosome 21[118-1201 par contre le risque de
développer une leucémie est bien supérieur pour un enfant trisomique que son
homologue sainl119.121-123] de plus la leucoblastose transitoire du nourrisson est une
maladie spécifique des patients atteints d'une trisomie 21[119121122] Les individus
porteurs de la trisomie 21 développent des pathologies neurologiques et

neuropsychiatriques. Plusieurs études ont montré qu'une neuropathologie similaire a la
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maladie d’Alzheimer se développe chez l'individu trisomique a partir de 40 ans avec
I'apparition de plaques sénilesl’accumulation d’Al et une dégénérescence
neurofibrillaire. Des études récentes ont montré que les quantités d’A soluble sont
supérieures chez un trisomique que chez une personne non trisomique, de plus les
niveaux d’Af sont supérieurs chez un trisomique agé de 40 ans ou plus que chez le
trisomique plus jeune, la cause la plus probable viendrait de la localisation du gene de
I’APP sur le chromosome 21, ce qui engendrerait une surproduction de cette

5. Le chromosome 21

Le chromosome 21 (figure 10) est le plus petit des autosomes, il est acrocentrique et
son bras long noté 21q (21p pour le bras court) est constitué de 33.6Mb qui ont été
séquencées dans leur quasi-totalité en I'an 2000 et représentent environ 1,5% de
I'ensemble du génome humain. Aujourd’hui, plus de 271 génes ont été répertoriés,
cependant seulement 243 sont identifiés dont 87 sont des pseudogenes. De nombreux
travaux ont permis d’identifier des génes similaires dans le modéle murin et de les
localiser sur trois chromosomes différents, MMU10, MMU16 et MMU17[110],

Des études sur les patients porteurs de la trisomie 21 partielle a la fois sur leur génome
ainsi que sur leur phénotype ont permis de déterminer une région particulierement
impliquée dans le syndrome de Down qui est liée a des signes bien caractéristiques tel
que le retard mental ou bien le développement précoce de la démence liée a la maladie
d’Alzheimer. Cette région a été dénommeée « Down’s Syndrome Critical Region » (DSCR
ou DCR-1)[129.1301, Elle est constituée d’environ une trentaine de genes qui ont été
identifiés, tel que le gene codant pour la protéine DYRK1A qui a fait l'objet de
nombreuses études du fait de son ’'implication connue dans le développement de la

maladie d’Alzheimer.
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Figure 10 : Chromosome 21 humain, ses trois homologues murin
et les protéines codées(!10],

C. Les Kinases

I. Généralités

Les kinases sont des enzymes qui catalysent les réactions de phosphorylation dont le
mécanisme se définit par le transfert d'un groupement y-phosphate d’'un ATP (ou du
GTP pour quelques exceptions) sur son substrat, généralement une autre protéine
(voire la protéine elle-méme) possédant un groupement hydroxyle libre, ces

groupements étant présents sur les résidus sérine (Ser), thréonine (Thr) et tyrosine
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(Tyr) (dans certaines conditions, il est possible que le transfert se fasse sur une

groupement azoté, un carboxyle ou un autre groupement phosphate)131.132],

Le mécanisme de phosphorylation/déphosphorylation (figure 11) est l'un des
mécanismes le plus courant dans la cellule. Il est considéré pour la premiere fois comme
un mécanisme de régulation par E. G. KREBS et E. H. FISCHER dans les années 1950
durant leurs travaux sur les phosphorylases ainsi que leur découverte de la kinase
phosphorylasel133], travaux qui leur ont valu le prix Nobel de médecine en 1992. La
seconde protéine kinase, qui fut découverte dans les années 1960, n’est autre que la
protéine kinase AMP-cyclique dépendante (PKA)[134],

Dans les années 1910 F. P. ROUS a prouvé que les virus peuvent étre une cause de
I'apparition d'un cancer, il a obtenu le prix Nobel de médecine pour ses travaux
seulement en 1966. Dans les années 1970 les travaux de J. M. BISHOP et H. E. VARMUS
ont permis de déterminer que c’est la protéine kinase V-Src, isolée a partir du virus Rous
sarcoma, qui est responsable de I'apparition du cancer(135], C’est un peu plus tard qu'’ils
ont fait la découverte, chez la poule saine, d’'une protéine structuralement proche de V-
Src qu'ils ont appelé C-Src (pour Cellular-Src)[13¢l. Dans le début des années 1980, le
séquencage de la protéine a démontré que C-Src est une protéine tyrosine kinasel1371,
L’ensemble de leurs travaux, récompensé par un prix Nobel de médecine en 1989, a
permis de mettre en évidence I'incroyable diversité des protéines kinases.

Il est estimé que prés de 30% des protéines cellulaires subissent une phosphorylation
sur au moins l'un de leurs résidus. On suppose qu’il y a environ 10 000 protéines
différentes au sein d'un cellule typique d’eucaryote, avec une longueur moyenne
d’environ 400 acides aminés avec ~17% des résidus qui peuvent étre phosphorylés
(avec ~8,5% de Ser, ~5,7% de Thr et ~3,0% de Tyr) ce qui fait ~700 000 sites de
phosphorylation potentiell132]. Ces mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation
sont régis par les protéines kinases qui font partie d’'une grande famille de protéine que
I'on appelle le kinome, cela représentant pres de 1,7% du génomel138-1401, De par leurs
similitudes au niveau de leurs roles de catalyse d’un transfert d'un méme groupement
phosphate lors d'une réaction de phosphorylation avec l'usage d’'un donneur de
groupement identique (ATP), les kinases présentent également une grande diversité au
niveau de leurs conformations spatiale ainsi que dans leurs mécanismes de

reconnaissance de leur substrat(131,141],
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Figure 11 : Les protéines kinase partagent un méme mécanisme

de phosphorylation/déphosphorylation(t32].

Il existe plusieurs méthodes de classification des protéines kinases. La principale, établie
par S. HANKS et T. HUNTER en 1995 avec les premieres kinases découvertes[14Z], repose
sur '’homologie ou le degré de similitude de celles-ci, dans ce cas les protéines kinases
appartiennes a deux superfamilles: avec 478 génes codant la majorité des protéines
kinases, il y a la famille des protéines kinases eucaryotiques (ePK) et la famille des
protéines kinases atypiques (aPK) avec 40 genes codants[138.142],

La différence entre ces deux superfamilles se fait au niveau de la séquence du domaine
catalytique. Concernant les protéines ePK, une similitudes du domaine catalytique est
observéel132138143] = cependant il existe de légéres variations ce qui permet une
classification par groupe au sein de cette superfamille, dans laquelle nous retrouvons le
groupe CMGC (dont la protéine DYRK1A fait partie) (figure 12). Parmi les protéines de
la superfamille aPK, certaines présentent une activité biochimique cependant elles n’ont
pas de similitudes au niveau de leur séquence avec les ePK. Certaines aPK possedent une

similitude structurale avec les domaines des ePKI138],
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genesl[138],

L’autre grande méthode de classification consiste a prendre en considération
uniquement le domaine catalytique de ces protéines, plus précisément sur son mode
d’action catalytique. Nous pouvons par cette méthode distinguer trois

classes principales :

Les protéines sérines/thréonines kinase (Ser/Thr ou STPK) qui regroupent environ
80% des protéines kinases. Comme leur nom l'indique, ces protéines permettent la
phosphorylation des résidus Ser et Thr. Dans cette famille nous retrouvons

principalement les : PKA, PKC, PKG, CAMK, MAPK, GSK3[132],

Les protéines tyrosines kinase (TPK) regroupent les kinases qui catalysent la
phosphorylation des résidus Tyr. Ces kinases peuvent étre divisées en deux groupes
bien distincts :

e Celles qui sont cytoplasmiques et nucléaires, elles permettent la phosphorylation
d’un résidu tyrosine par la reconnaissance d’'une séquence d’acides aminés bien définie
d’'un substrat autours de son site actif (également appelée séquence consensus d'une

protéine substrat), cependant de telles séquences consensus sont relativement
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courantes dans le protéome eucaryote et de ce fait elles ne suffisent pas a la sélectivité
des substrats pour leurs kinases, c’est pourquoi des mécanismes additionnels de
recrutement existent comme des interactions de surfaces kinase/substrat qui sont bien
distinctes du site actif et du site de phosphorylation(141].

e Celles qui sont transmembranaires, également appelées récepteur tyrosine
kinase (RTK). Ces RTKs sont activés par le biais d’'un ligand inducteur d’oligomérisation
(généralement une dimérisation) permettant ainsi un rapprochement des domaines
cytoplasmiques de la kinase, ces ligands étant le plus souvent des facteurs de croissance.
Pour la plupart de ces RTKs cette juxtaposition permet une autophosphorylation d’'un
résidu tyrosine localisé sur la boucle d’activation de la kinase engendrant une
modification de la conformation permettant ainsi la stabilisation de la forme active de la

kinasel144-146],

Les protéines tyrosines-sérines/thréonines kinase (Tyr-Ser/Thr) constituent cette
troisieme famille qui est minoritaire en proportion. Comme leur nom l'indique, ces
kinases permettent la phosphorylation sur des résidus Ser/Thr mais également des
résidus Tyr ce qui en fait des protéines a double spécificité, elles sont plus souvent
appelées « dual-specificity kinases » (DSKs)[147.148], Les protéines de la famille DYRK
(dont DYRK1A) font parties de cette classe de protéines a double spécificité,
effectivement elles vont s’autophosphoryler sur un résidu Tyr présent sur la boucle
d’activation et une fois activées elles vont exercer leur action de catalyseur de
phosphorylation sur les résidus Ser/Thr situés sur des protéines cibles qui sont

recrutées par la reconnaissance de séquences consensus.

II. Structure

Les kinases sont généralement constituées de deux lobes bien distincts au niveau de

leurs structures tant bien qu’au niveau de leurs fonctions (figures 13 et 14).

Le lobe N-Terminal (ou petit lobe) est principalement constitué d'un feuillet-f a cinq
brins antiparalléles (1 a f5) couplé a un sous-domaine généralement constitué par une

Y

hélice-a (aC) ce qui confere a ce lobe une grande malléabilité malgré la rigidité du
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feuillet-f3, cela contribue grandement a I'activité de la kinase. Dans certaines protéines
kinases, une hélice o (aB) peut précéder I'hélice aC, cependant elle est suffisamment
faible et peut facilement se déplier pour faciliter le déplacement de aC. Entre les brins
B1 et B2 il y a également une boucle contenant trois résidus glycines hautement
conservés ce qui lui vaut le nom de « glycine-rich loop » (ou G-loop). Cette boucle
recouvre les phosphates et y de I'ATP et jouent un réle important dans la

phosphorylation lors du cycle catalytiquel140.149],

Le lobe C-Terminal (ou grand lobe) est beaucoup plus stable et essentiellement
constitué d’hélices-a, sept au total (aD a al), avec quatre trés courts feuillets- (6 a 9).
Le sous-domaine constitué d’hélice-a est tres stable et constitue le noyau de la protéine
kinase, il permet l'interaction de la protéine avec son substrat. Le sous-domaine formé
par quatre feuillets-f constitue la machinerie catalytique. Effectivement la boucle
catalytique forme un pont entre les feuillets 36 et 7, de plus les feuillets 8 et 39
portent le motif conservé Asp-Phe-Gly (DFG) qui constitue la boucle de positionnement
d’ions Mg2* (ou Mn2+). Ce motif est nécessaire pour l'activité catalytique, le Mg2* (ou
Mn?+) permettant le bon positionnement de I'’ATP (ou GTP) sur son site et favorisant le

transfert du groupement y-phosphatel140,149-151],

Dans la configuration quaternaire de la kinase 'ensemble de matériel catalytique est
géographiquement regroupé formant ainsi le domaine catalytique. Ce domaine
catalytique est divisé en 12 sous-domaines (I a XI). Les séquences de ces sous-domaines
sont hautement conservées pour I'ensemble des ePK et chaque sous-domaine joue un
role essentiel dans l'activité enzymatique de celles-cil140.142143,149] [,3 protéine kinase
AMPc-dépendante (PKA) a servie comme protéine de référence. Les sous-domaines I a
[V appartiennent au petit lobe N-ter, les sous-domaines VIA a XI étant compris dans le
lobe C-ter, VIB correspondant a la boucle catalytique. Le sous-domaine V permet la
jonction des deux lobes formant le site catalytique de la kinase. A ce domaine
catalytique, trois roles distincts sont attribués[1421 ;

e Laliaison etl'orientation de I’ATP (ou GTP)

e Laliaison et I'orientation de la protéine substrat

43



La catalyse du transfert d’'un y-phosphate du groupement donneur de phosphates
vers un groupement hydroxyle accepteur porté par un résidu Ser, Thr ou Tyr du

substrat.

Substrate

Figure 13 : Structure générale d'une protéine kinase (PKA avec 1
ATP). (A) Les deux lobes de la kinase avec une molécule d’ATP
dans le puits catalytique. Le point jaune représente le résidu a
phosphoryler. (B) Représentation du domaine N-Ter avec la
visualisation de la « G-loop » recouvrant une partie de '’ATP. (C)
Représentation des deux lobes avec la visualisation de la mobilité
de I'hélice aC du domaine N-Ter149],
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N-lobe

Glycine-rich

Mg-binding
loop

Catalytic
loop

Figure 14 : Représentation générale d'une protéine kinase (avec 1
ATP). On y distingue en vert les différents feuillets-f3, en rouge les
différentes hélices-a et en jaune les boucles importantes a
'activité catalytique de phosphorylation!140l,
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D. La protéine Dyrk1A

La protéine DYRK1A a été découverte en 1996[129], Elle présente un grand intérét pour la
recherche, principalement dans le cadre de la trisomie 21 mais également dans
différentes pathologies neurodégénératives telle que la maladie d’Alzheimer.
Effectivement, tres rapidement apres sa découverte, il a été montré que le géne codant
pour la protéine est localisé sur le chromosome 21 et plus précisément au niveau de la
région DSCR (ou DCR-1) responsable des différents signes cliniques caractéristiques du

syndrome de down152.153],

I. Famille de la protéine kinase

La protéine DYRK1A appartient a une famille de kinases présentant un fort taux de
conservation appelée « dual-specificity tyrosine-regulated kinase » ou « dual-specificity
yak-related kinase » (DYRK). D’apres la classification taxonomique établie par S. HANKS
et T. HUNTER, les DYRKs appartiennent au groupe CMGC dans lequel nous retrouvons
également les CDKs, MAPKs, GSK3, CDKLs, SRPKs, CLKs et RCKs[142] (figure 15A). De par
son degré de conservation du domaine catalytique, la famille DYRK peut étre divisée en
trois sous-familles : les DYRKSs, les « homeodomain-interacting protein kinase » (HIPKs)
et les « pre-mRNA processing protein 4 kinases » (PRP4Ks). Dans la sous-famille DYRK
trois branches principales sont distinguées, I'une d’elles comprenant les kinases
présentent uniquement chez les levures : les « Yeast Kinases » (Yaks), puis les branches
DYRK1 et DYRK2 dont les kinases sont présentent aussi bien chez les levures que chez
I'animall138154] (figure 15B). Chez les mammiféres, la sous-famille DYRK est représentée
par cinqg kinases: DYRK1A, DYRK1B (ou Mirk), DYRKZ2, DYRK3 (ou REDK) et
DYRK4[154,155]
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Figure 15: La famille de protéines DYRKs - (A) Arbre
phylogénique montrant I'évolution et la divergence des
différentes familles de protéines du groupe des CMGCI!38l. - (B)
Arbre phylogénique montrant les trois sous-familles des DYRKs
avec : les PRP4K (fond orangé), les HIPK (fond violet) et les DYRK
(fond vert). Au sein de la sous-famille DYRK il y a trois branches
distinctes avec : les kinases Yak1p (branche rouge) présentes chez
les levures et totalement absentes chez l'animal, les DYRK1
(branche bleue) et les DYRK2 (branche verte) qui sont présentes
chez les levures et chez I'animal 154,

Gene et orthologue

Dans les années 1990, des études ont été menées sur la protéine « minibrain » (MNB)
'orthologue de la kinase DYRK1A chez la drosophile. Par des méthodes de mutagénese
ils ont démontré que MNB joue un role essentiel dans le développement neurologique
post embryonnairel156l. Effectivement des drosophiles mutantes avec une expression
réduite de MNB présentent une diminution du nombre de neurones dans des régions
trés spécifiques de leur cerveau une fois adulte[155156], Du fait de la tres forte similitude

de la séquence du gene codant pour l'orthologue DYRK1 chez le rat avec celle chez
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I'homme (96.6% des nucléotides et 99% des acides aminés)[157.158] {] a été possible de
déterminer que la séquence du gene codant pour ’homologue humain DYRK1A est
localisée entre les locus 21q22.13 et 21q22.2 du génotype humain[129.130.158] yne région
impliquée dans le Syndrome de Down (SD). Par corrélation phénotypique des génotypes
de patients présentant une trisomie partielle, cette région est également appelée région
critique du syndrome de Down venant de I'anglais « Down’s Syndrome Critical Region »
(DSCR)[129.130], Par la suite, de nombreux travaux ont été menés sur l'identification des
genes de la DSCR. Avec les techniques de séquencage de 'ADN. Il a été déterminé que la
séquence codant pour le gene de DYRK1A est de 149.5 kb et est constituée de 17
exons!1>8l. Ce gene code, a partir de seulement 14 exons aprés un épissage alternatif,
pour plusieurs isoformes de la protéine DYRK1A dont le transcrit le plus abondant,
d’'une longueur de 2.4kb, est constituée de 763 acides aminés d’'une masse totale de

85.6kDal1>4158](Figure 16).

149.5kb
mmmmmmmmmmmmmmmmee s . DYRK1A

-------- SR 21q22.13

xon 1M
| — AN
pM
Promoter usage and 5’-UTR splicing events Protein internal splicing events Protein
pM driving expression: 1 763 aa 5 IH]]"I 763 aa
pA driving expression: 2 2] 3 763 aa
754 aa
oB driving expression: 3 B[2] 3 763 aa 6 T3 T4 irternal deletion 9 aa
s I o

Nterm-deletion

Figure 16: Epissage alternatif de la protéine DYRK1A -
représentation schématique du gene humain de DYRK1A. Les
exons sont représentés par des rectangles et les introns par des
lignes!154],
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III. Distribution de DYRK1A

Le géne de DYRK1A est exprimé de fagon ubiquitaire, il est retrouvé dans différents
types de tissus avec une forte expression cérébrale, musculaire et dans les organes
reproducteurs, cependant la protéine DYRK1A est faiblement exprimée dans les
poumons(129.158],  Au niveau cellulaire, DYRK1A est fortement présente dans les
précurseurs neuronaux, les neurones différenciés, les cellules gliales (astrocytes et
épendymocytes) et les cellules endothéliales15°l. La distribution spatiale du géne varie
au cours de I'évolution du feetus jusqu’a I'age adulte, cette évolution indique clairement
que DYRK1A n’est pas seulement important pour le développement précoce du systeme
nerveux[156.160-162] maijs également dans le maintien des fonctions cérébrales chez
I'adultel159.161],

En ce qui concerne sa localisation subcellulaire, elle dépend du type cellulaire ainsi que
de I'état de celui-ci. L’expression de la protéine est majoritairement cytoplasmique et
nucléaire, cependant elle est également retrouvée dans des compartiments nucléaires
d’épissage de neurones humains, de poulet et de souris, ainsi que dans les
dendrites[159160,163-166] - par contre, pour les cellules gliales, son expression est
strictement limitée au cytosol[1>9].

Dans des études in vitro de surexpression du gene, la protéine DYRK1A est
majoritairement localisée dans le nucléoplasme ainsi que dans les compartiments
d’épissagel155166-168] ce qui laisse supposer que la surexpression de DYRK1A est
responsable de I'apparition de pathologie telle que la maladie d’Alzheimer(152.169] mais
également chez les patients qui sont atteints du syndrome de Down chez lesquels

DYRK1A est surexprimée avec un facteur de 1,5[158l,

IV. Structure DYRK1A

La protéine kinase DYRK1A appartient a la sous-famille DYRK et comme toutes les
protéines appartenant a cette sous-famille, elle a la propriété de s’autophosphoryler sur
un résidu Tyr situé dans la boucle d’activation située au niveau du sous-domaine VIB

pour ensuite phosphoryler les résidus Ser/Thr au niveau de son substrat(166.170l, La
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structure primaire de DYRK1A présente un fort taux de conservation au cours de
I'évolution(166170], La protéine DYRK1A présente une structure générale similaire a
toutes les kinases, elle est constituée de trois régions, un domaine N-ter, un C-ter et un
domaine central. Au sein de la sous-famille DYRK, les kinases partagent un domaine
catalytique hautement conservé ainsi qu'un domaine « DYRK-homology » (DH-box) mais
cependant ils présentent des différences au niveau de leurs extrémités N-ter et C-ter(154

(Figure 17).

A NLS DH KINASE NLS PEST His S/T

DYRKIA O T T e —

DYRK1B

DYRK2
DYRK3
DYRK4
37159 ‘ Domaine Kinase ‘ aai479 Répétition
B R His
|
|
|
NLS1 NLS2 I m PEST :H: :H:
[T VIB VII VIl  IX Xl
AV4
DYRK Boucle d’activation Répétition
Homology y319.Q-y3 2t Ser/Thr
(DH)

Figure 17 : Structure schématique de DYRK1A - (A) Comparaison
des cinq structures protéiques DYRK présentes chez les
mammiféres avec les zones soulignées en rouge indiquant les
régions pouvant étre sujettes a un épissage alternatiff54l. - (B)
Représentation schématique de la protéine DYRK1A avec les
différents domaines et motifs[158166l, — (NLS : nuclear localization
signal; DH: DYRK Homology; His: motif polyhistidines; S/T:
motif enrichie en Ser/Thr).
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1. Larégion N-terminale.

Elle est formée par les 158 premiers acides aminés. Cette extrémité comprend la
premieére séquence de signalisation nucléaire (NLS1) commune avec DYRK1B[154155,168],
C’est dans cette extrémité également que se trouve le domaine DH commun a I'’ensemble

des kinases DYRK. .

2. Le domaine catalvtique (ou central).

Ce domaine présente un fort taux de conservation. Selon la classification de S.
HANKSI142], le domaine central est divisé en 12 sous-domaines (I a XI avec VIA et VIB)
communs a toute les kinases. Il s’étend des acides aminés 159 a 479 et renferme, en plus
des séquences consensus et des résidus communs aux ePK qui participent a la fixation
de 'ATP ainsi qu’au recrutement du substrat, des motifs bien spécifiques a la sous-
famille DYRKI155158,166,168] -

o Le motif conservé Tyr319-Q-Tyr32! situé entre les sous-domaines VII et VIII
correspondant au site d’activation de la protéine DYRK1A par un mécanisme
d’autophosphorylation sur Tyr321,

o Un domaine « leucine zipper », ce qui permet a la kinase de se lier a 'ADN et
d’interagir avec d’autres protéines.

o Onretrouve également la seconde séquence de localisation nucléaire (NLS2).

3. Larégion C-terminale.

C'est ce domaine qui permet de différencier DYRK1A des autres protéines DYRK. Il
s’étend des acides aminés 480 a 763. Cette région est particulierement riche en résidus

Ser et Thr avec des sous-domaines intéressants[156.158,166,168] .
o Le domaine PEST (Pro-Glu-Ser-Thr) qui est commun avec la protéine
DYRK1B. Ce domaine intervient dans la dégradation rapide des protéines

cibles (chez la drosophile, il est remplacé par un domaine GAS (Gly-Ala-Ser)).
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o Deux séquences répétitives de résidus histidines. Ces séquences jouent un
role dans l'adressage de la kinase au niveau des compartiments nucléaire
d’épissage lorsqu’elle est exprimée dans le nucléoplasme.

o Deux domaines riches en résidus Ser/Thr dont le réle est encore inconnu, les
résidus Ser/Thr représentent ~60% des résidus dans ces domaines et ~28%
de la région C-ter. Ces domaines sont tres conservés, on les retrouve chez la

drosophile, le rat ainsi que la souris.

V. Activité et régulation de DYRK1A

Les protéines de la famille DYRK sont des protéines a double spécificité :

Elles vont s’activer par un mécanisme d’autophosphorylation sur un résidu Tyr (Y321
pour DYRK1A).

Elles vont phosphoryler leur substrat sur des résidus Ser/Thr.

Lors de sa maturation, la protéine DYRK1A présente une configuration de Tyrosine
kinase qui reconnait les substrats possédant une séquence Tyr-Xaa-Tyr pour catalyser la
phosphorylation sur le second résidu Tyr[171.172], Effectivement, pour étre pleinement
active, DYRK1A catalyse dans un premier temps son autophosphorylation sur le résidu
Y321 de la séquence Y319-Q320-Y321 3 niveau de la boucle d’activation dans le domaine
catalytiquel157.171172] fajsant de lui-méme son propre substrat. Par des études de
mutagenese, la substitution de ce résidu par une phénylalanine réduit considérablement
I'activité de la kinase, montrant ainsi que DYRK1A est dépendante de
I'autophosphorylation pour étre totalement activell70-172], DYRK1A ne nécessitant pas
d’autres modifications post-traductionnelles ou de facteurs régulations elle est de ce fait
constitutivement active dans les différents tissus ou elle est expriméel157.172], cela nous
permet de suggérer que sa régulation est dépendante de sa concentration cellulaire et
donc que toute altération de régulation engendre des conséquence sur l'activité de la
protéine. Cette autophosphorylation constitutive de Y321 se fait pendant la maturation de
DYRK1A[I71172] elle va permettre de stabiliser la conformation active de la kinase par
formation de liaison entre Y321 et deux Arg, R325 et R328 [170173] (Figure 18). La
déphosphorylation de Y321 déstabilise ainsi la conformation active de la protéine et

engendre une perte de l'activité catalytique de DYRK1A[71172], La protéine, une fois
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mature et pleinement active, perd I'activité Tyr kinase pour laisse place a une activité de
phosphorylation sur des résidus Ser/Thr de ses substrats[172174] (figure 19). La double
spécificité est similaire avec les protéines MAPK avec un mécanisme d’activation
similaire, effectivement, chez les MAPKs I'activation se fait par la phosphorylation d'un
résidu Tyr d’'une séquence consensus Thr-Xaa-Tyr [170]. Cependant a la différence des
DYRKs, les MAPK ne peuvent pas s’autophosphoryler, étant inactivent lors de leur

maturation elles nécessitent une activation par le biais d’'une autre kinasel171.
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L~

Arg325
Arg328

Figure 18: (A) Structure de la protéine DYRK1A mature avec
I'inhibiteur INDY dans la poche de I'ATP. - (A et B) On voit
clairement le maintien de la boucle d’activation par les liaisons
hydrogenes (en pointillés sur la figure (B)) des Arginines R325 et
R328 avec la Tyrosine Y321 phosphorylé[170.173],
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Figure 19: Mécanisme d’activation de DYRK1A  par
autophosphorylation. - (I) La traduction de 'ARNm permet dans un
premier temps la formation du domaine N-Ter qui va prendre sa
conformation secondaire et tertiraire. - (II) La configuration tertiaire va
donner un intermédiaire dont le domaine catalytique et va reconnaitre la
boucle d’activation comme son 1¢ substrat. - (III) L’intermédiaire
possede une activité tyrosine kinase et va phosphoryler sa boucle
d’activation. - (IV) Apres traduction complete et phosphorylation de la
boucle d’activation, la protéine DYRK1A est sous sa conformation
mature. L’activité tyrosine kinase est perdu pour laisser place a une
activité sérine/thréonine kinasel172,

L’activité de DYRK1A se fait par un mécanisme utilisant 'ATP comme un donneur de
phosphate et le substrat comme accepteur de ce groupement. Par des études de
mutagénese, il a été possible de déterminer que DYRK1A est une Ser/Thr kinase
« proline dirigée ». Les résidus Ser/Thr qui sont phosphorylé par DYRK1A sont localisés
au sein d’'une séquence consensus caractéristique, « Arg-Pro-X-Ser/Thr-Pro », avec X
correspondant a un acide aminé variable. Les positions des Pro en (P+1) et (P-2) ainsi
que la position d’'une Arg en (P-3) sont essentiels a la reconnaissance du site de

phosphorylation du substrat[175],
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De par la localisation au sein de la cellule de DYRK1A, les substrats sont a la fois
nucléaires et cytoplasmiques. Avec la multitude de substrats différents, DYRK1A est
associé a de nombreuses fonctions physiologiques ainsi pathologiques!66l.
Effectivement, parmi ces substrats, nous retrouvons(152154166,176] (figure 20) :

e Des facteurs de transcription tels que CREB et Gli1.

e Des facteurs d’épissage avec par exemple la Cycline L2.

e Des protéines synaptiques comme la Dynamine I.

e Des protéines impliquées dans les neuropathologies telles que Tau et APP.

e Des protéines avec des roles divers et variés comme la Caspase-9 dans I'apoptose

ou elF2Be comme facteur de traduction.

Ces nombreux substrats font de DYRK1A une protéine avec des roéles pléiotropiques
dans diverses fonctions cellulaires, en particulier dans le contréle du cycle cellulaire, la

morphologie neuronale et les fonctions synaptiques[154166.176],

56



Facteurs de transcription

o CREB, NFAT, STAT3, FKHR,
Gli1, p53

Neuropathologies
.
Facteurs d’épissage e Tau) APE

e Cycline L2, SF2, SF3 o-Synucleine,
Septine 4, Hip-1

Autres fonctions Fonctions synaptiques

e elF2Bg, Notch, Caspase-9, e Dynamine |, Amphiphysine |,
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Figure 20 : Classification des différents substrats de DYRK1A en
fonction de leurs roles(t66l.

De nombreuses études ont montré que DYRK1A est essentiel a la neurogénése post-
embryonnaire ainsi qu’a la prolifération et a la différenciation neuronalel156.161] mais
également qu’elle joue un role dans le maintien de l'activité neuronalel155-158] [a plupart
de ces fonctions ont été mises en évidence grace a des modeles murins homozygote
DYRK1A-/- et hétérozygote DYRK1A+/-[159.166177,178],

Des modeles murins surexprimant DYRK1A ont également été créés, ce qui a permis de
déterminer les conséquences de la surexpression de DYRK1A dans le syndrome de
Downl[179.180]  cependant dans la maladie d’Alzheimer, la surexpression de la protéine
n'est pas franchement observer (seulement dans certaines neurones) mettant ainsi
principalement en cause la suractivité de la protéine dans la maladie avec une

modification de la localisation subcellulaire de la protéine(152.179,181],
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L’activité de DYRK1A étant anormale, elle engendre une hyperphosphorylation de la
protéine Tau Thr212 [152179] parmi les 11 résidus mis en évidence in vitrol182l. Cependant
la séquence consensus de reconnaissance du substrat ne permet a DYRK1A de
phosphoryler 'ensemble de ces résidus, il est supposé que c’est la phosphorylation du
résidu Thr212 par DYRK1A de la protéine Tau qui induit la phosphorylation des autres
résidus par GSK-3[[182], La conséquence de cette hyperphosphorylation est une perte de
I'activité biologique de la protéine Taul182183] cela se traduit par une modification de sa
conformation prenant la forme de filament en double hélice qui vont former des
agrégats insolubles engendrant la perte de stabilité des microtubules[152181,184],

Les personnes atteintes du syndrome de Down développent précocement la maladie
d’Alzheimer du fait du coefficient multiplicateur de 1,5 du nombre de transcrits causé
par le triplicata du gene DSCR. Cela se défini en I'occurrence par la surexpression de
DYRK1A mais également de la protéine précurseur de 'amyloide (APP), son géne codant
est également localisé au niveau du DSCR qui semble étre la cause de cette apparition
précoce de la maladie d’Alzheimer par élévation des niveaux d’APP phosphorylé et de
peptides amyloide-8 (AB) du fait de cette surexpression[152.176185],

Il a été démontré que DYRK1A phosphoryle '’APP sur le résidu Thré%® ainsi que
I'augmentation de la phosphorylation de I'APP est lié a l'augmentation de la
concentration de DYRK1A dans le cytoplasmell76]. L’augmentation de la concentration
cytosolique de DYRK1A est responsable de I'augmentation de la formation de I'AJ,
cependant le mécanisme n’est pas slir mais on suppose qu'’il est lié a la phosphorylation
du résidu Thro8 de '’APP[17¢]. L’AB est formé par le clivage par la B-sécrétase et la y-
sécrétase de I’APP phosphorylé, I'accumulation de ce peptide toxique au niveau de la
synapse va former de oligomeres soluble ainsi que des plaques amyloides ou plaques
séniles, ce qui a pour conséquence l'inhibition de I'activité neuronale et sur le long terme
cela engendre une neurodégéneréscencell52186] [l est également supposé que
I'accumulation de I’Af stimule I'expression de '’ARNm codant pour DYRK1A engendrant
ainsi une surexpression de la kinase, ce qui a pour conséquence une accélération du

processus de dégénérescencell52187],
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Figure 21: Effet de la surexpression de DYRK1A dans la f-
amyloidose et la dégénérescence neurofibrillaire dans le cas du
syndrome de Down et de la maladie d’Alzheimer(152.188],

E. Inhibition de DYRK1A

d’interactions de certains inhibiteurs ont pu étre formellement
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La plupart des inhibiteurs de DYRK1A sont en compétition directe avec I’ATP et agissent
par liaison au domaine catalytique de la kinasel153.170], cependant les inhibiteurs peuvent
également se lier avec d’autres régions pour venir perturber la fixation de 'ATP dans
son site de liaison en agissant comme compétiteurs indirects de I’ATP[170l. Du fait que
DYRK1A soit une kinase a double spécificité, il est possible que I’ interaction puisse se
faire de fagon directe ou indirecte au niveau de la boucle d’activation empéchant ainsi
I'autophosphorylation et donc l'inhibition de l'activité de la kinasel153170], Les sites

identifiés par



radiocristallographie en les co-cristallisant avec leurs cibles (Figure 22)[153,173,189,190],
Avant que la structure de DYRK1A soit résolue, certains composés ont été co-cristallisés
avec d’autres kinases présentant des similitudes du domaine catalytique avec DYRK1A
comme DSK-3f ou ERK2[153171191] ' cependant la plupart des molécules n’ont pas été co-
cristallisées. De ce fait les connaissances de leurs mécanismes d’interactions avec
DYRK1A sont incertains, par exemple I'un des inhibiteurs les plus actifs, 'EGCG dont le
seul critéere connu est qu’il n'est pas en compétition avec 'ATP mais le mécanisme

d’action reste a ce jour toujours inconnuf192.193],

Figure 22: Structure de I'Harminel'73] (A), de la Leucettine
L410190] (B) et de I'INDY[73] (C) cocristallisées avec la protéine
DYRK1A. (Code de la PDB : (A) 3ANR ; (B) 4AZE ; (C) 3ANQ).

Du fait du manque de connaissances sur les interactions des différents inhibiteurs avec

DYRK1A, la classification des différents inhibiteurs par leurs mécanismes d’action n’est
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pour le moment pas envisageable bien qu’il est supposé que la majorité de ceux-ci sont
en compétitions direct avec I’ATP[153], cependant il existe d’autres méthodes pour les
classer.

La plus courante est la différenciation entre les inhibiteurs qui sont dits naturels et les
inhibiteurs dits de synthesel188],

Il y a également une autre classification possible qui ne prend pas du tout en compte
'origine du composé ni son site d’action, cette classification repose uniquement sur le

critere structural des différents composés(133],

Pour déterminé la cible ainsi que l'activité d’'un composé naturel, un criblage peut
s'avérer utilel194l, Concernant les composés de syntheses, une minorité ont été
développés comme des inhibiteurs sélectifs de DYRK1A. Avec le développement des
techniques de criblage a haut débit, il est possible d’observer certains composés actifs
sur une autre cible avoir une activité d’inhibition sur DYRK1A, la sélectivité des ces
composés est donc limitéel19519], Cependant ces techniques de criblage permettent
également la découverte de composés beaucoup plus sélectifsll73l. Les inhibiteurs
spécifiquement développés pour agir sur DYRK1A sont majoritairement des analogues

de produits naturels[190.197],

I. Les inhibiteurs naturels

1. Harmine

Figure 23 : structure de '’harmine 6
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Peganum harmala. (16) Banisteriopsis caapi. (t7)

(1) — Cf. partie crédits photos

L’harmine 6 (figure 23) est un alcaloide de type harmane appartenant a la famille des 3-
carbolines. Présent dans une large variété d’organismes différents, il a été isolé pour la
premiére fois en 1841 a partir de la plante Peganum harmala appartenant a la famille
des Zygophylaceae communément appelée « harmal » ou « rue Syrie » et poussant en
Europe Orientale. Des études ont montré que I'harmine est présente en grande quantité,
entre 0.31 et 8.43 mg/gl198], dans le lierre Banisteriopsis caapi appartenant a la famille
des Malpighiaceae, localement connu sous le nom « mariri » et poussant en Amérique du
Sud. P. harmala et B. caapi sont traditionnellement consommés sous forme de décoction
(« Ayahuasca ») avec d’autre plantes tel que Psychotria veridis contenant du N,N-
diméthyltryptamine (DMT), un puissant agoniste des recepteur sérotoninergiques.
L’harmine est un IMAO (inhibiteur de la monoamine oxydase). L’association de ces
composés permet l'action psychotrope du DMT car sinon il est dégradé par la
monoamine oxydase lorsqu'’il est ingéré.

Une étude de criblage sur un panel de plus de 70 kinases provenant des différents
groupes du kinome, a permis de mettre en évidence plusieurs composés avec une
activité particulierement intéressante sur DYRK1A. L’harmine ainsi que ses dérivés
(I'harmane, I'harmalol et '’harmaline), avec une concentration de 1 pM, présentent une
activité sélective sur les DYRKs. Cependant I’harmine est beaucoup plus actif que ses
dérivés, effectivement I'ICso de ce composé est de 0.08 uM[19]. Une autre étude a montré
que I'harmine est un inhibiteur compétitif de '’ATP par une approche de mutagenésel18l.

De par son action antagoniste sur les récepteurs sérotoninergique, I'harmine possede
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une activité psychotrope, son utilisation in vivo est donc limitée en tant qu’'inhibiteur de

DYRK1A.

2. Epigallocatechin gallate (ECGC

OH
OH
HO O o
l,o
OH OH
o)
7 OH
OH

Figure 24 : structure de 'EGCG 7

Camelia sinensis. (t8)

(1) - Cf. partie crédits photos

Le gallate d’épigallocatéchine ou epigallocatéchine-3-gallate 7 (EGCG) (figure 24) est un
ester formé a partir de I'épigallocatéchine (EGC), un flavanol de la famille des catéchines
et d'un acide gallique de la famille des acides phénoliques. Ce polyphénol représente le
composé majeur présent dans la plante Camelia sinensis, plus communément appelée
thé vert avec environ 16.5% de la masse totale des résidus secs d’une extraction[199.200],

Du fait de sa consommation depuis plusieurs millénaires en Asie, la date de sa
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découverte n’est pas connue, cependant les extraits de thé vert sont considérés comme
bénéfiques pour la santé, comme la prévention de cancers, de maladies
cardiovasculaires ou encore du diabéte grace a I'action antioxydant des polyphénols[200-
203], Ces effets sont pour la plupart attribués a 'EGCG qui fait actuellement I'objet de
nombreuses études, principalement sur le systeme nerveux centrall193.200.203-207]  cela
inclut I’étude de criblage effectué sur le large panel de kinase qui a permis de mettre en
évidence I'action de 'EGCG sur DYRK1A, a 10 uM I'activité de la kinase est de seulement
9%, effectivement I'ICso est de 0.33 uMI[195]. Ce composé posseéde également une bonne
activité inhibitrice sur la protéine PRAK avec une ICso de 1uMI[19]. En ce qui concerne
son mécanisme d’action en tant qu’inhibiteur de kinase, tout ce qui a été prouvé c’est
qu’il n’est pas en compétition avec I’ATP, par contre son mécanisme reste encore
inconnul1?2l. Aujourd’hui, malgré ce manque de connaissance, cette molécule fait 'objet
de plusieurs essais cliniques qui sont en phase 2 dont I'un est effectué dans le but de
déterminer si 'EGCG permet de normaliser les fonctions de DYRK1A et de I’APP afin
d’augmenter les fonctions cognitives et ralentir le développement de la
neurodégénérescence dans les cas de la maladie d’Alzheimer et du syndrome de Down.
D’autre essais cliniques sont également en phase 2 pour déterminer si ce composé peut

étre utilisé dans le traitement de différents type de cancers[203].

3. Leucettamine B

Figure 25 : Leucettamine B 8
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Leucetta microraphis. (t9)

() - Cf. partie crédits photos

La leucettamine B 8 (figure 25) a été isolée pour la premiere fois en 1993. Ce composé
fait partie de la famille des alcaloides avec un noyau aminoimidazoline. Une équipe qui
étudie le blocage de l'activité des récepteurs LTBa4 s’est focalisée sur le criblage de
composés naturels(?08l. Cela leur a permis de tester un extrait actif d’'une éponge
indopacifique, la Leucetta microraphis Haeckel de la classe des éponges calcaires
(Calcarea) décrite pour la premiére fois en 1872 par E. HAECKEL dans son livre « Die
Kalkschwamme - Eine Monographie ». La collecte de I'éponge a été effectuée sur le récif
Argulpelu au niveau de I'lle Palau dans le pacifique. Le fractionnement de |'extrait a
permis d’isoler la leucettamine A et la leucettamidine comme antagoniste du récepteur
LTB4 ainsi qu'un composé sans activité de liaison sur ce récepteur, la leucettamine B[208],
Malgré I'absence d’activité de la leucettamine B, plusieurs méthodes de synthése ont été
développéesl209-213], Ce n’est que récemment qu’'une équipe, dans la recherche d'un
nouveau noyau aromatique, a effectué un criblage d’environ 45 000 petites molécules et
a observé une activité inhibitrice sur des kinases impliquées dans la maladie
d’Alzheimer et le syndrome de Downl[190], [Is ont ensuite poussé les tests sur un panel de
8 kinases dont la plupart sont impliquées dans la maladie d’Alzheimer. La leucettamine
B est active avec des ICso a ’échelle du uM et du nM sur DYRK1A, DYRK2, CLK1 et CLK3,
I'ICsoest de 2.8 uM pour DYRK1A. Par contre aucune activité n’est décelée sur les kinases

GSK-3a/f3, CK18/¢, CDK5/p25 et Pim1[190],
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4. Staurosporine

Figure 26: Staurosporine 9

Streptomyces. (110)

() - Cf. partie crédits photos

Initialement nommée AM-2282, la Staurosporine 9 (figure 26) a été isolée pour la
premiere fois en 1977 a partir de culture de bactéries communes que I'on retrouve dans
les sols : Streptomyces staurosporeus avec une rendement de 23 pg/mL de culturel214l, Ce
composé est un alcaloide de la famille des indocarbazoles glycozylés. Trés rapidement
un grand intérét lui est porté du fait de son activité biologique, dans un premier temps
on lui trouve une activité fongique mais son activité antibiotique reste insignifiante[214],
C’est n’est que plus tard que I'on découvre son activité inhibitrice de la protéine kinase C
ainsi que son caractere cytotoxique. Cependant il fut rapidement montré que ce
composé n’était pas du tout sélectif de la PKC et présentait également des activités anti-

hypertensives[215l. La structure originale de la staurosporine ainsi que la diversité de
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cibles biologiques donne au composé un grand intérét pour effectuer sa synthese
totalel216.217] cependant sa configuration absolue ne fut connu que plus tard par
radiocristallographiel218l. Dans le but d’obtenir un composé avec un potentiel anti-
cancer, la biosynthese par chimie combinatoire de dérivés de la staurosporine a conduit
a un criblage sur un panel varié de kinases de ce composé avec ses dérivés(?19l. Les
résultats ont montré une activité de l'ordre du nM sur plusieurs kinases mais ils ont
également confirmé le peu de sélectivité de ce composé avec une action sur 11 kinases
des 57 testées. Parmi ces kinases figurait DYRK1A avec une IC50 de 19nMI153.188219] g
résolution structurale par rayons-X de la protéine PI3K-y avec la staurosporine a montré

que ce composé vient se lier dans le site de fixation de I’ATP220],

II. Les inhibiteurs de synthese.

1. INDY, TGOO3 et ProINDY

WeseapSs S Nes

Figure 27 : INDY 10, TGO03 11, ProINDY 12

Lors de leurs travaux sur le role des protéines Clk, une équipe a effectué un criblage
pour trouver un composé permettant de perturber la régulation de I'épissage alternatif
par inhibition des protéines Clk ce qui leur a permis de décrire 'action de dérivés
benzothiazoles, dont le composé TG003 11 avec des ICso de I'ordre du nM sur Clk1, Clk2
et Clk4[221l, C’est seulement plus tard que cette méme équipe décide d’effectuer un
criblage de leur librairie sur un panel de 66 protéines kinases afin de développer un
inhibiteur de DYRK1AI173]. Le composé présentant la plus grande activité sur DYRK1A
est un analogue de TG0O03. Ils I'ont baptisé INDY 10 (pour « Inhibitor of Dyrk »). De
facon a faciliter la pénétration cellulaire, ils ont également synthétisé un analogue direct

de INDY par acétylation de la fonction hydroxyle, dénommé ProINDY 12, ce qui permet
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d’augmenter sa lipophilie, 1731, Le criblage de ces composés montre clairement la tres
bonne activité sur DYRK1A avec respectivement des IC50 pour TGO03 et INDY de 0.93
uM et 0.24uM, concernant ProINDY aucune valeur n’a été décritel153.173.188] La résolution
structurale de DYRK1A avec le composé INDY permet de mettre en évidence une
mécanisme similaire a I'Harmine, par liaison au niveau du site de fixation de I’ATP[173].

Cependant ces criblages ont montré la tres faible sélectivité de ces composés (figure
27) [173221],

2. Leucettine L41

13

Figure 28 : Leucettine L41 13

Suite a la découverte de I'activité de la leucettamine B 8 sur des kinases impliquées dans
le syndrome de Down ainsi que la maladie d’Alzheimer, 1'équipe a l'origine de la
découverte a décidé d’effectuer des pharmacomodulations(190. Pour synthétiser le
composé idéal, ils ont utilisé une approche de relation structure-activité sur le panel des
huit kinases (DYRK1A, DYRK2, CLK1, CLK3, GSK-3a/f3, CK15/¢, CDK5/p25 et Pim1) en
prenant bien soin de n’effectuer les modulations que sur un seul groupement a la fois.
C’est ainsi qu’apres la synthese de plusieurs centaines de composés de type alcaloide
avec un noyau imidazolone, ils ont obtenu la leucettine L41 13 (figure 28) avec une
IC50 sur DYRK1A de 40nM. Cependant ce composé, bien qu’il possede une trés bonne
activité inhibitrice sur DYRK1A, n’est pas du tout sélectif, effectivement, il possede
également une IC50 de 'ordre du nM sur DYRK2, CLK1 et GSK-3a/f3, sur CLK3 et Pim1
I'IC50 est de I'ordre du uM. Ce composé possede également une activité inhibitrice sur
CK1 mais son IC50 est supérieur a 10uM, par contre il est complétement inactif sur

CDKS5/p25[190],
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3. Meridianines

Figure 29 : Méridianines 14, 15 et 16

Les méridianines 14-16 (figure 29) sont des alcaloides naturels avec un noyau indole
d’origine marine. C'est en 1998 qu'une équipe a isolé pour la premiere fois les
mériadianes A-E d'une ascidie, Aplidium meridianum de la famille des Polyclinidael222],
C’est presque 10 ans plus tard, en 2007 que la méme équipe isole 2 méridianines
supplémentaires F et G de la méme sourcel223], Malgré le faible pouvoir inhibiteur sur les
kinases testées, ces composés présentent une grande activité antiproliférative sur
certaines lignées cellulaires. Suite a ces résultats, une équipe a décidé d’effectuer des
pharmacomodulations pour en augmenter l'activité[224225], Lors du criblage de leurs
composés, ils ont étendu le panel de kinases testées, ce qui a permis de mettre en
évidence la trés bonne activité de certains de leurs composés sur DYRK1A avec des ICso
de 68, 34 et 39 nM pour les composés 14, 15 et 16 avec une activité similaire sur CLK1,
cependant ces composés sont relativement peu sélectifs[188225], Certains de ces
composés présentent également une activité antiproliférative sur différentes lignées
cancereuses ou neuronale avec des ICso de 'ordre du pM, cependant le composé 14, ne

présente quant a lui aucune activité antiproliférativel225],
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F. Scorzonera radiata

Scorzonera hispanica. (f11) Scorzonera radiata. (+12)

(1) - Cf. partie crédits photos

Le genre Scorzonera ou plus communément appelé Scorsoneére fait partie de la famille
des Asteraceae (Astéracées) ou Compositae (composées) qui regroupent les plantes
dont linflorescence forme un capitule (ou une « fleur de fleurs »). Parmi les 175 espéces
de ce genre, nous retrouvons par exemple I'une des especes les plus connues du genre, la
Scorzonera hispanica ou Scorsonere d’Espagne qui est également appelé salsifis noir
dont les racines sont consommé. Parmi ces espéeces, nous pouvons également citer la
Scorzonera radiata qui pousse dans les hauteurs des plateaux de Mongolie avec dix
autres especes dont la plupart sont traditionnellement utilisées comme plantes
meédicinales et comme fourrage pour le bétail par les populations autochtones.

Les travaux de pharmacognosies d'une équipe sur Scorzonera radiata ont permis
d’isoler et de déterminer la structure de cinq nouveaux composés dihydrostilbénes

(figure 30)(226],
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Figure 30 : La RCZ 17 et ses analogues[22¢]

On remarquera que ces dihydrostilbénoides ont la particularité de tous posséder un
groupement (3-D-Glucose.

Ces composés ont ensuite été testés afin de déterminer leur action antioxydant en les
comparants a un analogue, le Resveratrol, un trés bon antioxydant naturel. Les
composés 17 et 21 présentent une meilleure activité inhibitrice que le Resveratrol lors
d’'un test au 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine (DPPH) avec respectivement des ICso de
105.51 et 102.90 uM contre 149.52 uM pour le Resveratrol[226],
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Dans le but de trouver un nouveau scafold pour le développement d'un inhibiteur de
kinase impliqué dans la maladie d’Alzheimer, un criblage a permis de porter l'attention
sur la RCZ 17 et ses analogues (figure 30). La détermination des ICso montre la
remarquable sélectivité sur la famille de protéines DYRK dont DYRK1A de la RCZ 17 et
sur la famille de CLK de I'analogue 19 (tableau 1).

Kinases Composé | Composé | Composé Composé
17 18 19 17-A
CDK5/p25 >10 >10 >10 >10
CK1§/¢ >10 >10 >10 >10
CLK1 >10 >10 6.8 >10
CLK2 >10 >10 9.1 >10
CLK3 >10 >10 2.0 >10
CLK4 >10 >10 210 >10
DYRK1A (Rn) | 0.33 >10 >10 >10
DYRK1A (H.s.) 0.22 >10 >10 >10
DYRK1B >10 >10 >10 >10
DYRK?2 3.70 >10 >10 >10
DYRK3 2.20 >10 >10 >10
GSK-3a/f >10 >10 >10 >10

Tableau 1: ICso en uM des molécules 17, 18, 19 et de 17 - A
(Figure 30) sur un panel de kinases impliquées dans la maladie
d’Alzheimer. (R.n. : Ratus norvegicus ; H.s. : Homo sapiens).

La synthese totale de ce composé va présenter un grand intérét dans le but d’effectuer
des tests biologiques plus poussés de fagon a bien déterminé son mode d’action. Du fait
de la grande analogie structurale des polyphénols tel que les combretastatines ou bien le
Resvératrol, les différents travaux de syntheses décrits dans la littérature vont nous

permettre d’établir une approche en vue d’élaborer un schéma de synthese de 17.
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Les squelettes dihydrostilbéne 22 et stilbéne 23 (figure 31) sont des structures bien

décritent dans la littérature.

® ®

9 T 2o

22 23

Figure 31 : Dihydrostilbéne 22 et stilbene 23

Parmi l'ensemble des stilbénoides, beaucoup sont des composés isolés a partir de
plantes, de plus, tel que la RCZ 17, qu’il n’est pas rare de voir que ces composés sont
également pour certain des B-glucosides. Effectivement les glucosides sont de nature
commune dans les plantes (figure 32), cependant ils sont beaucoup plus rare chez les

animaux.
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Figure 32: Glucosides naturels: 24[227] Inhibition dans le
formation de mélanomes. 25[228] Myorelaxant des cellules

musculaires lisse des voies aériennes. 26[2291 Antioxydant et
neuroprotecteur. 27230 Inhibition du TNF-a

Lors du processus de fermentation, ou par 'action d’'une enzyme, ’hydrolyse d'un
glucoside permet la libération d'un glucose. Les glucosides les plus simples sont des
alkyle-éthers qui sont utilisé dans l'industrie cosmétique avec par exemple le Decyl
glucoside 29 utilisé comme surfactant, mais également dans la biotechnologie avec

'Octyl glucoside 28 (figure 33) utilisé comme détergent.
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o o
HO/\Q M/n n=7 Octyl glucoside 28
HO® "OH n=9 Decy! glucoside 29

OH

Figure 33 : Octyl 28 et Decyl 29 glucosides

Lors d’une étude bibliographique, nous avons remarqué que bon nombre d’équipes ont
effectué des travaux sur la grande famille des polyphénols dans laquelle on trouve les
combretastatines ainsi que le Resveratrol et ses dérivés.

Le Trans-Resveratrol 30 (figure 34) est une molécule naturelle qui a initialement été
isolée de la vigne. Ce composé a fait 'objet d’'un grand nombre d’études ce qui a permis
de lui attribuer un grand nombre de propriétés en plus de son action antioxydant[231.232]
tel que son activité anti-inflammatoirel233.2341 ou bien anti-tumoralel235-2371, Du fait de
ces activités, un grand intérét c’est porté sur l'optimisation de ce composé par des

modulations.

HO\

OH

30

Figure 34 : Trans Resveratrol 30

Pour la famille des combretastatines, apres de nombreux travaux de modulations et
dans la synthése d’analogues, le dérivé présentant actuellement le plus grand intérét est
la Combretastatine A-4 31 (figure 35), effectivement cette molécule se trouve dans des

études cliniques de stade avancé dans le but de développer un anticancéreux.
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Figure 35 : Combretastatine A-4

Une équipe de pharmacognosie a isolé une analogue glycosylé du Resveratrol, le TSG 32
(figure 36) dans le but de connaitre une éventuelle activité antagoniste dans la
surexpression de I'a-synucléine impliqué dans la maladie d’Alzheimer sur des modéles
de souris pour la maladie d’Alzheimer chez lesquelles la production d’A est
augmentél238]. Les analogues du Resveratrol sont de plus en plus étudié dans le
développement d’inhibiteur d’enzymes tel que les kinases pour la lutte contre les
cancers(239, contre les maladies neurodégénératives tel que la maladie d’Alzheimer ou

contre d’autre cibles([240],

Figure 36: 2,3,54'-tetrahydroxy stilbene-2-0-f-D-glucoside
(TSG)
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Résultats et Discussions

A. Introduction

Avant d’aborder la synthese de la RCZ 17, il nous parait utile de rechercher les
structures décrites et qui présentent des analogies structurales avec 17. Lorsque ces
molécules analogues ont fait 'objet d’'une synthese totale, les voies d’approches utilisées
peuvent inspirer une stratégie de construction de 17. Aprés avoir envisagé ces
structures, des éléments sur les protections mises en ceuvre sur les phénols seront
ensuite présentés. Enfin les modes des constructions des diaryléthanes seront

résumées ; Enfin, les approches les plus classiques de glycosylation seront présentées

I. Données de la littérature sur les molécules voisines et

Structures aromatiques comportant quatre groupements

vicinaux.

La structure de 17 présente une particularité sur l'un de ces cycles, les quatre
groupements sont en effet vicinaux. Cette particularité engendre un challenge pour sa
synthese. Dans la littérature, les structures qui comportent une telle disposition des
groupements sont relativement peu fréquentes.

Cependant de tels enchainements se retrouvent dans des produits naturels et les
molécules inspirées des produits naturels. Ainsi, lors de la synthese de la
Combretastatine A-1 34, l'aldéhyde commercial 33 est transformer en sel de

phosphonium [241.242] pour ensuite conduire a I'analogue de la RCZ (figure 37).
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Figure 37: le composé commercial 2,3-dihydroxy-4-
methoxybenzaldehyde 33 avec ses quatre groupements vicinaux
conduisant au sel de phosphonium intermédiaire permettant la
formation de la Combretastatine A-1 342411,

Parmi les autres structures naturelles qui comportent I’enchainement de quatre
groupements vicinaux on peut citer I'(-)-Ovotalide 37[243] dont la synthese totale a été
construite a partir de 'aldéhyde 35 qui est nitré pour livrer 36 qui sert ensuite de base

pour élaborer I'Ovotalide 37 (figure 38).

HO
OBn O OBn O
BnO | BnO | o_,0
a — HO
NO, T YN =
> HO o)
OH o
35 36 37

Figure 38: Syntheése d'un intermédiaire 4 avec quatres
groupements vicinaux a partir du 2,3-dihydroxybenzaldehyde
dibenzylé 3 lors de la synthese totale de 'Ovatolide 5 [243]. Réactifs
et conditions : (a) HNO3, H2S04, TA, 3h.

Une complexité supplémentaire de la structure de 17 est due a la présence de deux
oxygenes en para l'un de I'autre. Les exemples avec ce type de structure sont encore plus
rares. La encore c’est parmi les molécules naturelles que I'on peut identifier cet
enchainement. Des synthéses totales ont été conduites a partir du le 2,5-
dihydroxybenzaldéhyde ou aldéhyde gentisique 38. Cet aldéhyde est ensuite bromé

pour former 39. Ce dérivé bromé 39 est mis en ceuvre pour accéder a des composés
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relativement simples comme la Frustulosine 40 et ses analogues[244245]. Des molécules
beaucoup plus complexes telle que la Jesterone 41 et ses analogues dimériques comme

'acide torreyaniquel?46.247] sont également préparées a partir de 39 (figure 39).

H
MO
—
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Figure 39 : Synthese a partir du 2,5-dihydroxybenzaldehyde 38
d'un intermédiaire 39 commun, avec quatres groupements
vicinaux dont les deux hydroxyles sont en para, lors de la synthése
totale de la Frustulosine 40[245] et de la Jesterone 41[246], Réactifs
et conditions : (a) CHCI3, Brz, TA, 3h.

II. Groupements protecteurs des systéemes polyphénoliques.

L’utilisation de groupement protecteur d’hydroxyle sera nécessaire pour la synthese de
17. L’ensemble des travaux de syntheses décrit dans la littérature pour des structures
polyphénoliques nous a permis de mettre en évidence plusieurs groupements
protecteurs d’hydroxyle stable, avec les mécanismes de sélectivité différent suivant le
groupement utilisé. L’utilisation d’'un groupement de type Benzyle ne permet pas
d’effectuer la protection de facon sélectivel248], contrairement a l'utilisation d'un éther
de tert-butylsilyle par exemplel246.247.249], Le choix du groupement protecteur est un
critére important du fait des différentes conditions qu’il devra subir au cours de la
synthése totale, effectivement I'utilisation de certains groupements plus fragiles peuvent
dans certaines conditions étre clivés de fagon précoce, mais peuvent également subir
des mécanismes de réarrangement, ce qui est le cas des groupements vinyliques qui lors

d’un chauffage peuvent subir un réarrangement de Claisen([246.250] par exemple le dérivé
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vinylique 42 peut dans certaines conditions conduire a 43 (Figure 40). L’orientation du
choix des groupements protecteurs se fera également en fonction de la facilité a étre

déprotégé, sélectivement ou non suivant I'approche envisagé.

o~ o~
TBDPSO a_ TBDPSO
—

Br Br A
0] OH

42 j\ 43
N

Figure 40: Suite a la formation de 42 par la protection de
I'hydroxyle libre avec un allyle, il se produit un réarrangement de
Claisen dans certaine condition pour conduire a 43. Conditions :
(a) 180°C, 2h [250]

III. Construction des diaryléthanes

La structure de 17 est trés similaire a celle des Combretastatines[241.242] ou bien encore
de celle du Resveratrol24°] avec un squelette de type stilbene. Nous nous sommes de ce
fait intéressés a ces travaux concernant leurs stratégies de couplage pour former les
structures stilbénoides. 1l existe deux grands types de réactions permettant l'obtention
de ce type de squelette, la réaction de Heckl[?51.252] par le couplage d’'un dérivé halogéné
44 avec un groupement vinylique 45 pour conduire a un analogue du Resveratrol 46
(figure 41) et la réaction de Wittigl241.242249.251] permettant le couplage d'un sel de
phosphonium 34 avec un aldéhyde 47 conduisant a un précurseur de la combretastatine
A-1 48 (figure 42), cependant dans la littérature, la réaction de Wittig est plus

largement décrit lors de syntheses de dérivé stilbénes, ce qui a orienté notre choix.
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Figure 41 : Réaction de Heck entre un dérivé halogéné 12 et un
dérivé vinylique 13 pour conduire au stilbéne 14. Réactifs et
conditions : (a) Pd/2 ligands 1% mol, Cs2C03, DMF, 100°C[251.
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Figure 42 : Réaction de Wittig entre un sel de phosphonium 2 et
un aldéhyde 15 pour conduire au stilbene 16. Réactifs et
conditions : (a) n-BuLi/Et20, -78°C a 0°C[2411,

IV. Procédés de glycosylations

Un nombre élevé de molécules naturelles est glycosylé. La RCZ 17 qui comporte trois
hydroxyles est une structure monoglycosylée. Dans la littérature il existe plusieurs
méthodes de couplage d’'un groupement osidique qui ont été utilisé lors de syntheses de
composé naturels ou des analogues, cependant seulement certaines méthodes
permettent le greffage de facon a retrouver la forme 3 de 'ose. L’électrophile mis en
ceuvre peut étre un époxyde. Le couplage d'un B-glucoside par condensation avec un

époxyglucal 50 dans un mélange de DMF-H20 avec un indole 49 désacétylé in situ pour
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obtenir un intermédiaire -glucosidique 51 lors de la synthese totale de I'Ovatolide

37(243] (figure 43).

50
BnO Bho BN
Bno% BnO
o BnO o) o
HO
A S
BnO OBn
A\ a b - 74
N N
H H
49 51

Figure 43 : Réaction de condensation d'un epoxyglucal 50 avec
un indole 49[243], Réactifs et conditions : (a) NaOH - NazS204; (b)
DMF - H:0.

L’approche la plus classique mets en jeux, par un mécanisme de SN2, le greffage d'un
anomere halogéno-a-ose sur un hydroxyle en présence d’'une base tel que Cs2C03 pour
conduire a un composé (-osidique. Cette technique a été utilisé par une équipe
effectuant la synthése d’analogues de la Terfestatine Al248] tel que le composé 52 par

'action de 'acétobromo-a-D-glucose sur le précurseur hydroxyle 52 (figure 44).

OAc

AcO

OH O
a
O OAc

52 53

Figure 44 : Réaction de fixation d’'un acétobromo-a-D-glucose sur
I'hydroxyle 52 pour conduire a l'analogue de la Terfestatine A
53[248], Réactifs et conditions: (a) Cs2€03, acétobromo-a-D-
glucose, CH3CN, TA, 24h.
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Elle a également été utilisé par une autre équipe dont leur travaux ont principalement
porté sur le positionnement spécifique d'un [B-glucoside sur un hydroxyle de la
Quercétine 54 en faisant également appel a des méthodes de protection/déprotection
spécifique sur les hydroxyles[253] conduisant a plusieurs dérivé dont le composé 55

permettant ainsi 'obtention de 56 (figure 45).

Figure 45: Réaction fixation d’'un acétobromo-a-D-glucose sur
I'hydroxyle pour conduire a l'analogue de la Quercétine [253],
Réactifs et conditions : (a) K2CO03, acétobromo-a-D-glucose, DMF,
TA, 6h.

L’ensemble de ces travaux nous ont permis d’établir notre voie d’approche.
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B. Approches mis en ceuvre dans la préparation de la RCZ

A partir de 'ensemble travaux qui sont décrits dans la littérature, trois approches pour
préparer la RCZ 17 ont été successivement mises en ceuvre. Dans les trois cas, 'ose est
greffé puis déprotégé en dernier lieu. Les trois modes d’assemblages des fragments de
17 ont été successivement mis en ceuvre Ces trois voies sont a chaque fois présentés

par des schémas rétrosynthétiques puis les résultats obtenus sont détaillée.

I. Approche Voie A - déprotection sélective d’'un dérivé de

stilbene

1. Rétrosyntheése Voie A

OH oP’’
OH ‘ o~ oP ‘ o~
A
g — 0
o..0 O
HO

OH O

HOY “OH
OH

B Prl =Prz=Pr3=Bn

oPF O oPF |

OPr O .
Br PhyP>

Figure 46: Rétrosynthése approche voie A. L’étape clef est
I'élimination sélective de Prl.
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Le groupement benzyle est un groupement stable, fréquemment utilisé pour protéger
des alcools et phénols. Il est le plus souvent éliminé par hydrogénation ce qui est
avantageux pour accéder a la RCZ dans la mesure ou une telle déprotection réduira
également la double liaison du stilbene intermédiaire formé lors du couplage suivant
une réaction de Heck ou une réaction de Wittig.

La déprotection sélective d’'un groupement benzyloxy en ortho d’'un aldéhyde ou d'une
cétone a été décrite. La stratégie présentée dans le schéma précédent (figure 46) peut
donc se résumée ainsi: les trois groupements protecteurs sont identiques,

Pr! = Pr2 = Pr3 = Bn avec une déprotection sélective de Prl.

2. Essais de préparation de la RCZ 17 selon la voie A.

a. Préparation du Sel de Phosphonium

La premiére étape vise a préparer un sel de phosphonium qui sera mis en jeu dans une
réaction de Wittig. De tel sels de phosphonium avaient déja été préparés par I'équipe du
Pr G. PETTIT lors des trés nombreuses syntheses des combretastatines Al249.254.255],

Le sel de phosphonium 61 est obtenu sans difficulté particuliere a partir de la vanilline
57. La synthese a été relativement facile a mettre en place et des quantités de I'ordre de

la dizaine de grammes ont pu étre préparées

OBn | OBn

T

57 58 59 60 61

Figure 47 : Réactifs et conditions : (a) CH3CN, K2COs3, BnBr, reflux,
1h, 94% ; (b) MeOH, NaBH4, 0°C, 30 min, 93% ; (c) CH2Clz, PBrs3,
TA, 18h, 89% ; (d) toluene, PPhs, reflux, 2h, 96%.
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La premiere étape est la protection du groupement hydroxyle de la vanilline 57 par un
benzyle via une réaction de Williamson en présence de K2€03 avec du bromure de
benzyle dans I'acétonitrile pour donner le composé 58(248] (figure 47). L’aldéhyde 58
est ensuite réduit en alcool 59 par l'action de NaBH4 dans le méthanol a 0°C[25¢] Cette
réduction est quasi instantanée comme le montre le suivit de la réaction par CCM il a été
ainsi possible de réduire le temps de réaction de moitié, en passant de 1h comme décrit
dans la littératurel256] a entre 15 et 30 min.

Le produit 60 est formé suite a une réaction de type SN2 sur I'alcool 59 en présence de
PBr3 dans CH2Cl2[249]. Ce dérivé bromé 60 réagit ensuite avec 1,5 équivalents de PPhs en
solution dans du toluene conduisant a la formation du sel de phosphonium 61[24°1 qui
est insoluble dans le solvant, ce qui permet de l'isoler par filtration.

L’analyse RMN de 61 nous montre un exces de protons dans les aromatiques, laissant
supposé la présence de PPhs. De facon a réduire cette contamination, j'ai tenté la
réaction avec seulement 1.1 équivalents de PPhs pour un méme temps de réaction.
Effectivement, sur le spectre RMN, une diminution de la contamination est observée

sans que le rendement de la réaction ne soit modifié.

b. Céto-aldéhyde dibenzylé

Comme déja mentionné, La synthese du second synthon en vue du couplage avec 61 est

relativement complexe.

OH ? OH ? OBn(I')
a b
— —
Br Br
OH OH OBn
38 39 62

Figure 48 : Réactifs et conditions : (a) CHCI3, Brz, TA, 3h,90% ; (b)
CH3CN, K2CO03, reflux, 4h, 73%

Le produit commercial 2,5-dihydroxybenzaldéhyde 38 a été utilisé comme matériel de

départ avec la bromation en position 62461, nous avons dans un premier temps effectué
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la réaction dans le CH2Clz conduisant a 39 avec un rendement de maximum 50% ce qui
est faible pour une premiere étape. Suite a cela, I'expérience avec CHCl3 comme solvant a
été effectuée donnant la méme molécule 39 avec plus de 90% de rendement. La
protection des hydroxyles de 39 par des benzyles pour conduire a 62 se fait par le biais
de la réaction de Williamson dans les mémes conditions que 58[2571 en ajustant le

nombre d’équivalents (figure 48).

OBn (I) OBn (I)
a
—
Br A
OBn OBn N si”
I ~N
62 63

Figure 49 : Réactifs et conditions : (a) Toluene, Cul, (PPhs)2Cl2Pd
(I1), TMS acétylene, EtsN, 85°C, 2-4h, 65%.

L’'une des étapes clef de la synthése du second synthon est le couplage du dérivé
halogéné 62 avec un alcyne conduisant au dérivé 63. Cela a été possible par le biais de la
réaction de Sonogashiral?>8] (figure 49). Cette réaction a été décrite plusieurs fois dans
la littératurel?59-261] sur le diphénol non déprotégé dans le but de préparer la
Frustulosine 400245, Lors de ces essais il est apparu nécessaire de protéger le
groupement hydroxyle situé en ortho de I'halogene car dans les conditions de la
réaction, la triple liaison de l'alcyne va engendrer une cyclisation par addition
nucléophile de I'hydroxyle situé sur le carbone adjacent a celui qui porte I'acétylénique

tel que le composé 64.[245262](figure 50).
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Figure 50: La réaction de Sonogashira sur 39 conduit a la
formation de deux composés, la frustolosine 40 qui est
minoritaire (<10%) et le dérivé cyclisé 64 majoritaire. Réactifs et
conditions: (a) 2-methylbut-1-en-3-yne, Cul, (PPhs)2Cl2Pd (II),
EtsN, DMF, 60°C, 3h[245],

La synthése du composé 63 a été effectuée avec succés par la réaction de
Sonogashiral245], Cependant, nous avons observé que 63 possede un Rf similaire a 62
rendant le suivit de la réaction par CCM assez difficile car 63 est beaucoup plus
fluorescent que 62 aux longueurs d’'ondes de 365 nm et 254 nm, c’est I'analyse RMN qui
a permet de mettre en évidence que environ 30% de 62 est retrouvé dans les fractions
de 63 lors de la purification sur colonne de silice. Du fait de la forte présence de matiere
premiere, plusieurs conditions de réactions ont été réalisées (tableau 2), c’est avec
l'utilisation du toluéne comme solvant avec une hausse de la température de réaction a
80°C que les meilleurs résultats sont obtenus, il n’y a plus de trace de 62 et 63 est isolé

avec un rendement de 60%.
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Solvants Températures Temps deréaction 63 (Rendement %)
THF 60°C 3h 25
THF 60°C 4h 25
THF 65°C 3h 30
THF 65°C 4h 25
THF 65°C 8h 35
THF Reflux 4h 45
Toluene 85°C 2h 70
Toluene 85°C 4h 70

Tableau 2: Optimisation de la réaction de Sonogashira
conduisant a 63 en faisant varier uniquement le temps de
réaction, la température de réaction et le solvant de réaction.

Deux méthodes de désilylation de 63 ont été envisagées. La premiere se fait en présence
de TBAF en solution dans l'acétonitrile a 0°C[263] formant ainsi I'alcyne 65 avec un
excellent rendement (figure 51). Toutefois une seconde méthode est décrite dans la
littératurel261.264] qui consiste a utiliser le K2CO3 dans du méthanol. Dans ces dernieres
conditions, seul le produit de départ 63 a pu étre isolé, dans notre cas la matiere

premiere ne réagit pas.

OBn O OBn (IJ
|
a
—
D AN
OBn S si” OBn
I N
63 65

Figure 51 : Réactifs et conditions : (a) THF, BuN4F, 0°C, 30min,
9092631,

L’hydratation des alcynes en présence de sels mercuriques est un mécanisme connu
depuis longtemps, c’est en 1881 qu'il a été publié pour la premiere fois[265266], Encore

aujourd’hui 'utilisation de sels mercurique pour I'’hydratation d’'un alcyne est courant,
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cependant de nouveau procédé toujours par l'utilisation de sels métalliques ont vu le
jour mais sont tres peu utilisé. L’ensemble des méthodes ont fait I'objet d’'une revue en

200712671,

OBn IO OBn O
a
—
S 2
A
OBn OBn O
65 66

Figure 52: Réactifs et conditions: (a) HCOOH/CH3COOH,
Hg(CHsCOO0)2, H20, TA, 2h, 27%; (a’) CHsCN/CHzClz, H:0,
Hg(OTf)2-(TMU)2 (0.1 mol %), TA, 12h, 30%.

La fonction cétone sur notre synthon est obtenue par I'hydratation de I'alcyne. Le sel
mercurique va agir sur I'alcyne en milieu acidel2¢7]. Dans notre cas, 65 est hydraté par
action de l'acétate de mercure en solution dans un mélange d’acide acétique, d’acide
formique et d’eaul2¢8] pour former la cétone 66 (figure 52). Lors de cette réaction la
quantité de mercure libérée est non négligeable nécessitant une purification du produit
sur colonne de silice. Lors de la purification, seulement une faible quantité de produit est
isolée, le rendement étant de I'ordre de 20%. Ce résultat a donné lieu a une recherche
bibliographiquel2¢7] dans le but de trouver une méthode d’hydratation permettant
d’augmenter le rendement en aboutissant a la mise en place d'un nouveau protocole
original nécessitant l'utilisation de triflates mercuriques Hg(OTf)2 complexé avec le
tétraméthylurée (TMU) dans des quantités catalytiquel269.270],

Apres plus de 20 ans de développement sur les triflates mercuriques, I'équipe travaillant
sur ces catalyseurs a fait la découverte fortuite de son pouvoir d’hydratation sur les
alcynes tel que I'hydratation du phénylacétylene 69 en acétophénone 70102691,
Initialement leur projet portait sur le développement d'un catalyseur de cyclisation

permettant par exemple la cyclisation de 67 pour conduire a 68[271-273] (figure 53).
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Figure 53: Exemple d’utilisation des triflates mercuriques
Hg(OTf): dans une réaction de cyclisation de 67 en 68274 et
d’hydratation de l'alcyne 69 donnant l'acétophénone 70102691,
Réactifs et conditions: (a) Hg(OTf)2 (1 mol %) CHsNO2, TA,
6minl274; (b) Hg(OTf)2:(TMU)2 (0.5 mol %), H20, CH3CN/CH2Cl,
TA, 12h(269],

L’optimisation de cette nouvelle approche a permis de réduire considérablement la
présence de mercure dans la réaction avec 'obtention du méme composé 66 avec
toujours un faible rendement. Initialement, la quantité de Hg(OTf)2-(TMU)2 est de 0.5
mol % en fonction de notre alcyne, cependant nous avons tenté de diminuer encore plus
la quantité de ce catalyseur, ce qui permis de déterminer que la quantité minimale de
Hg(OTf)2:(TMU):2 est de 0.1 mol %, avec seulement 0.05 mol % nous n’observons plus de
réaction. Lors de cette optimisation, nous avons pu observer que I'ordre d’addition des
réactifs est un critere important dans la cinétique de la réaction, en particulier lors de
I'addition de H20. Lorsque H20 est additionné apres Hg(OTf)2:(TMU)z, la réaction est
tres rapide, cependant quand H20 est additionné en premier, la réaction est plus lente
permettant de bien observer la formation du produit 66 sans composés secondaires.
Apres la purification sur colonne, nous avons toujours un faible rendement. Malgré ce

faible rendement des quantités suffisantes ont pu étre isolées pour la suite.
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c. Wittig Benzyle

OBn I
(@)
61 PPhBr a ‘ OBn
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BnO Z ~
OBn
(@) OBn
BnO 2© n

66

Figure 54 : Réactifs et conditions: (a) THF, n-BuLi, -78°C, 12h,
35%.

La réaction de Wittig nous a semblé étre I'approche la plus facile a mettre en place,
effectivement elle a été principalement utilisée lors de la synthése d’analogues de type
stilbénes dont nous nous sommes inspirés pour établir notre approche de synthese pour
notre composé. Cette réaction de couplage de 61 avec 66 commence par la formation in
situ de l'ylure par action du n-BuLi sur 61 a -78°C qui va ensuite réagir sur le
groupement aldéhyde de 66 par une réaction de Wittigl24°] formant 71 (figure 54). Seul
le composé de configuration E est formé, effectivement par I'analyse du spectre RMN
(figure 55) nous pouvons clairement observer une tres grande constante de couplage

qui est de 16.5 Hz des doublets des protons de 'alcene (tableau 3).
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6’ (D) 6.84 dd, 1H 8.33,1.94

Figure 55 : Agrandissement du spectre RMN de 71. Nous pouvons
clairement effectuer l'attribution des différents protons. Les

différents protons
classification a été

sont référencés dans le tableau. (La

effectuée suivant la numérotation des

différents carbones de la molécule).
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d. Déprotection du groupement benzyle

OBn OBn OH
a BnO HO

o 1 o 1

OBn OBn
............ - X + AN
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OH OH

Figure 56 : Réactifs et conditions : (a) Et20/toluéne, MgBr2, 60°C,
48h, 30%.

Tout I'enjeu de cette approche repose sur la sélectivité de la déprotection du benzyle qui
est situé en ortho de la fonction cétone de fagon pouvoir y fixer un groupement osidique
par la suite (figure 56). Dans la littérature, cette déprotection sélective est bien décrite
avec un groupement aldéhyde situé en ortho de I'hydroxyle a débenzyler au lieu d’'une
cétone. La réaction se fait par l'action de MgBr2 dans un mélange d’Et20 et de
benzenel?43248275276] Une équipe a également effectué avec succés la déprotection
sélective d’'un benzyle porté par un hydroxyle situé en ortho d'une fonction cétonel277]
lors de la synthese totale de I'Heliannuol A (figure 57). Nous avons pris le soin de

remplacer le benzéne par du toluenel2771,
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Figure 57 : Proposition de mécanisme lors de la déprotection
sélective d'un hydroxyle porteur d'un benzyle en ortho d'un
aldéhyde. Le composé 74 porteur de deux benzyles va
immédiatement en présence de MgBr: former le composé
intermédiaire 75. Apres un doux reflux et par l'action de Br- le
groupement benzyle va partir pour former 76 qui apres hydrolyse
donne 77275276], Réactifs et conditions : (a) MrBr2, Et20/Benzéne ;
(b) reflux, départ de BnBr ; (c) H*/H2012751,

Le suivit de la réaction a permis d’observer la formation d'un seul produit de Rf inférieur
au produit de départ (= 72), puis dans un second temps un deuxieme produit avec un Rf
plus faible que le premier. Au bout de 48h la réaction n’évolue plus et apres purification
et on constate qu’il reste environ 30% de 71 et les proportions respectives de deux
composés sont d’environ 30 a 35%. Les analyses par RMN montrent bien I'obtention

d’'un composé monodébenzylé ainsi qu'un composé didébenzylé (figures 58 et 59).
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Figure 58: Spectres RMN du composé monodébenzylé. On
observe bien la disparition d'un pic correspondant au CHz d’un
groupement benzyle ainsi que 'apparition d’un pic correspondant
a I'’hydroxyle (6 5.60), au niveau des aromatiques, I'intégration ne
correspond plus qu’a dix protons.
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Figure 59 : Spectres RMN du composé didébenzylé. Ici on observe
bien la disparition de deux pics correspondant aux CH:
benzyliques avec I'apparition des deux hydroxyles (6 10.30 et §
5.73). L’intégration au niveau des aromatiques ne correspond plus
qu’a cinq protons prouvant bien la présence de plus qu’'un seul
groupement benzyle.
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e. Fixation de l'ose
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Figure 60: Réactifs et conditions: (a) CH3CN, Cs2C0s3,
acetobromo-a-D-glucose, TA, 24h, 60% ; (b) MeOH, KOH, TA, 1h,
90% ; (c) EtOH/AcOEt, 10% Pd/C, Hz, TA, P°Atm, 2h, 99%.

Le composé monodébenzylé est ensuite engendré dans une réaction de couplage avec

I'acétobromo-a-D-glucose en présence de Cs2C03[248](figures 44 et 60) pour conduire
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au B-glucoside acétylé correspondant (77) dont la désacétylation par action de KOH
dans le méthanoll248] se fait tres aisément (conduisant a 78). La derniere étape est une
hydrogénation catalytiquel248] permettant de saturé la fonction alcéne ainsi que la
débenzylation des groupements hydroxyles (de 78) pour conduire a la molécule finale

correspondante (79).

L’'ordre d’exécution de ces deux dernieres étapes a également été inversé en
commengant par I'hydrogénation catalytique (de 77)[248] formant le dérivé acétylé (80)
suivis de la désacétylation[248] pour conduire a notre molécule (79). La molécule finale
(79), de par son grand nombre de groupements hydroxyles, est soluble dans I'eau, lors
du traitement de la réaction de désacétylation le produit est perdu dans la phase
aqueuse. Nous avons cependant pu le récupérer de la phase aqueuse mais les cristaux
obtenus sont moins jolis que ceux obtenus par la premiere méthode de synthése. Il est
donc essentiel de réaliser d’abord la saponification puis de terminer par '’hydrogénation

catalytique

Par I'analyse comparative de la RMN de 79 avec celle de 17(226] (tableau 3), de petites
différences ont été observées, effectivement, comme nous pouvons le voir, les différents
pics des hydrogenes présentent un « Shiftage ». Les différences de valeurs des données
RMN entre la molécule 79 et la molécule RCZ 17 naturelle ne permettent pas clairement
de définir que 79 est un isomere de position. Cependant les déplacements chimiques des
protons aromatiques ainsi que leurs constantes de couplages prouvent que nous
sommes bien en présence de deux molécules différentes. L'évaluation biologique du

composé 80 nous a confirmé qu'’il est différent de la RCZ 17.
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Positions RCZ 17 Isomeére 79
1

2

3

4 6.79,d (8.8) 6.54, d (8.6)
5 6.97,d (8.8) 6.69, d (8.6)
6

CHsCO-C (1)

CHsCO-C (1) 2.31,s 2.27,s
a-CH» 2.70, m 2.74, m
B-CH> 2.70, m 2.74, m

1’

2’ 6.64, d (1.6) 6.74,d (1.6)
3

&

5’ 6.66, d (7.9) 7.05,d (8.1)
6’ 6.55,dd (7.9, 1.6) 6.69, dd (8.1, 1.6)
CHs0-C (3') 3.77,s 3.81,s

1” 4.76,d (7.6) 4.82,d(7.1)
2" 3.36, m 342, m

3” 3.40, m 342, m

4" 3.34, m 342, m

5 333, m 342, m

6" 3.85,dd (12.0,1.3) 3.86,dd (12.1,1.7)

3.66, dd (12.0, 5.4)

3.69, dd (12.1, 4.7)

HO

Tableau 3 : Comparaison des données RMN du composé 79 avec
les valeurs de la RCZ 17. (La classification a été effectuée suivant
la numérotation des différents carbones de la molécule).

En remontant notre schéma de synthese, nous pouvons clairement dire que c’est lors de

la déprotection sélective que 'isomere a été formé, mettant ainsi en cause la réaction

avec l'action de MgBr2. En s’intéressant d'un peu plus prés a la structure de 71, nous

pouvons clairement mettre en évidence plusieurs formes de conjugaisons (figure 61).

Les électrons du cycles apporté par le sel 61 se délocalisant vers I'autre cycle, ce qui a

pour conséquence de rentre le benzyle porté par '’hydroxyle en ortho du méthoxy plus

fragile que le benzyle porté par I'hydroxyle en ortho de la cétone. De plus, MgBr2

nécessite la présence de l'oxygene en ortho pour effectuer son mécanisme de

déprotection, d’ou la nécessité de la présence d’'un aldéhyde et dans notre cas nous

supposions que cela était également possible avec notre groupement cétone, mais il
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s'avere que le groupement méthoxy permette également au MgBr2 d’effectuer son

action.

Figure 61 : Représentation des formes conjuguées de 71.

Suite a ces résultats et analyses, nous avons demandé a P. PROKSCH et al. d’effectuer le
spectre 2D de facon a confirmer notre hypothese que 79 est bien un isomeére de position

dela RCZ 17.

3. Conclusion de I'approche A

Cette voie de synthese n’a pas conduit a 17 mais a une molécule isomere. Cette molécule
fera l'objet d'une évaluation biologique.

Malgré I'obtention de I'isomeére de position 80 au lieu de 17, la synthese de cet analogue
80 nous a prouvé que la suite des étapes établie lors de la rétrosyntheése de cette
approche constitue dans I’ensemble la meilleure stratégie établie pour I’élaboration de
notre composé final, 17. Cependant I'étape de déprotection sélective nous a donné un
résultat completement inattendu qui nous pousse a reconsidérer le mode de protection
et de déprotection des différents groupements hydroxyles présents dans la molécule
Cette synthése a également permis de nous familiariser avec une grande diversité de
réactions nécessaires a I'élaboration du composé souhaité, ce qui permettra de ce

concentrer sur la mise en ceuvre des groupements protecteurs.
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4. Réactions annexes

Lors de cette approche de synthese, plusieurs autres réactions ont été essayées. Suite a
I'obtention de certains intermédiaires bien spécifiques lors de la syntheése des deux
synthons en vue du couplage par une réaction de Wittig une autre méthode de couplage
a été envisagée. Une équipe, travaillant que la mise au point d'un processus de
développement d'un composé antifongiquel278], a établi un protocole se basant sur la
réaction de Reformatsky et permettant ainsi le couplage d’'un dérivé bromé avec un
aldéhyde ou une cétone pour former un dérivé hydroxylé. Nous avons tenté la réaction

sur 60 et 62 mais sans succes (figure 62).

OBn | OBn O
o |
Br
62
OB
60 Br n
OBn (IJ
i iBr
62 OBn

Figure 62 : Réactifs et conditions : (a) THF, Zn (0), Pb (0), I2.

La réaction de 60 avec 62 dans les conditions de réactions établis par cette équipe ne
nous a pas conduits a la molécule attendue. Apres isolement des différents composés
formé par chromatographie et aprés analyse RMN, nous retrouvons en grande partie la
matieére premiere 62. Nous supposons également la formation de plusieurs produits de

dégradation dont un analogue iodé de 60.

Plusieurs réaction sur des intermédiaires ont été effectuées de fagon a savoir si I'ordre

des étapes que nous avons établie pour la voie d’approche A était judicieux. Ainsi nous
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avons tenté la synthése par une réaction de Wittigl249! entre I'aldéhyde bromé 62 et le

sel de phosphonium 61. Le composé 83 a été obtenu avec succes (figure 63).

OBn I
0]

OBn

61 “P'PhyBr a ‘
o)
BnO F ~
OBn O Br
| OBn

83

Br

OBn
62

Figure 63 : Réactifs et conditions: (a) THF, n-BuLi, -78°C, 12h,
40%.

Cette étape nous a principalement servi a mettre au point notre protocole de réaction en
vue d’effectuer le couplage des deux synthons 66 et 61 et de confirmer la faisabilité de la
réaction. L’approche utilisant un dérivé de 83 pour remplacer le brome par une cétone

n’a pas été poursuivi.

Le couplage de Wittig a également été tenté avec le dérivé silylé 63 mais cette fois ci

sans succes (figure 64).
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OBn | OBn | OBn(I) OBn(I)

o) 0
. - S A
61 N ) . . OBn OBn si”
P Ph3Br P Ph3BI' I ~
61 64 65
a
OBn (I)
_ Lo
A\
63 OBn si”
I ~N

Figure 64 : Réactifs et conditions : (a) THF, n-Buli, -78°C, 12h.

Une partie du sel 61 a été retrouvé dans le mélange final avec environ 30% de 63, nous
avons également retrouvé une quantité non négligeable du dérivé 65 correspondant a
63 désilylé. Les conditions de la réaction ne sont pas compatibles avec les composés
possédant des groupements fragiles en milieu basique, nous avons donc tenté

d’effectuer la réaction sur le dérivé 39 avec le méme sel 61 (figure 65).

OBn I
0]

61
P PhyBr

OH(I)

Br
39 oH

Figure 65 : Réactifs et conditions : (a) THF, n-Buli, -78°C, 12h.

Cette réaction s’est révélée également non concluante avec 39, effectivement lors de la
purification des différents composés du mélange réactionnel, la quasi-totalité de 39 est

retrouvé.
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Lors de l'optimisation de la réaction de Sonogashiral245258] pour la synthese de 63

(figure 49), une réaction en partant du précurseur de 39 a été envisagée (figure 66).

OH ? OH
a
—
Br N
OH OH si”
I\
39

Figure 66 : Réactifs et conditions : (a) THF, Cul, (PPhs)2Cl2Pd (II),
TMS, EtsN, 65°C, 4h, 0%.

La synthese n’a abouti a aucun composé dans les conditions de réaction employé. Lors
de la purification sur colonne de silice, nous avons retrouvé en grande majorité la
matiére premiere 39. Nous n’avons cependant pas observé la formation du dérivé
cyclique, le THF ne permettant pas la monter a une température supérieure a 70°C de

facon a initier la cyclisation.

Lors de I'étape de synthése de 72, deux composés ont été isolés en plus de la matiere
premiere 71. Le deuxiéme composé correspondant au dérivé didébenzylé avait été
laissé de coté durant la suite de la synthése du dérivé mono débenzylé 72. Cependant ce
n’est que plus tard, lorsque nous nous sommes rendu compte que le composé 80 est un
isomere de position de 17, que nous avons tenté la protection de fagon sélective du
groupement hydroxyle en ortho du méthoxy par un acétylel279] en vue d’effectuer un

couplage d’un glucoside sur le bon groupement hydroxyle.
Du fait que le glucoside intermédiaire soit sous forme acétylé, nous avons essayé une

mono-acétylation de 73 par l'anhydride acétique en présence de DMAP dans CH2Clz

(figure 67).
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Figure 67 : Réactifs et conditions : (a) CH2Clz, DMAP, Acz0, TA, 3h,
95%.

La réaction ne nous a pas permis d’obtenir le composé escompté, a savoir I'acétylation
de facon sélective sur I'hydroxyle situé en ortho du méthoxy. Du fait qu’'une nouvelle
voie d’approche est a I’étude, cette approche n’est pas poursuivie. Cependant une voie
d’approche dans laquelle les hydroxyles en ortho de I'acétyle et en ortho du méthoxy
sont porteurs de groupements différents semble envisageable. Les conditions de
déprotection sélective n’affecteraient alors que le cycle porteur de l'acétyle. 11 est

également possible de faire intervenir des mécanismes de protections sélectives.
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II. Approche Voie B - déprotection d’un dérivé de stilbene

1. Rétrosynthése Voie B

OH OPr
OH ‘ o~ OPf ‘ o”
A
17 ‘ I O
0o_,0 O OH O
HO
HO" “OH
OH
B Prl =Pr?2 =Bn # Pr3
OPF O OPF |
! o)
+
OPr O
- +
Br PhgP

Figure 68 : Rétrosynthese approche voie B

L’obtention de l'isomere de position di a la déprotection inattendu du benzyle en ortho
du méthoxy nous a permis de mettre en place une nouvelle approche dans laquelle les
hydroxyles seront protégés pas des groupements différents (figure 68).

Lors de la synthese de 72, le produit secondaire obtenu correspond au dérivé
didébenzylé. Cela permet de confirmer que l'action de MgBr2 dans les conditions
utilisées permet déprotégé I'hydroxyle situé en ortho d’une fonction cétone. Nous avons
donc envisagé de modifier le groupement porté par I'’hydroxyle situé sur le sel de
phosphonium (en ortho du méthoxy) ce qui permet de conserver l'approche de

déprotection initiale par I'action de MgBr2.
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2. Essais de préparation de la RCZ 17 selon la voie B

a. Sel de phosphonium - Méthoxyméthyle

~ ~N

(@) O
OH | |\O | |\O |
(0] (@) (0]
a b
S0 X0 OH
57 84 85

Figure 69 : Réactifs et conditions : (a) CH2Clz, EtsN, CICH20CH3,
TA, 3h,81% ; (b) MeOH, NaBH4, 0°C, 30min, 99%.

Dans un premier temps, nous avons envisagé l'utilisation d’'un groupement méthoxy-
meéthyle car il est bien décrit dans la littérature. De plus, la mise en ceuvre de cette
réaction est facilel245280.281], La protection de I'hydroxyle de la vanilline par action de
MOMCI en milieu basiquel?82] a donné le composé 84. La fonction aldéhyde de 84 est
réduite en suivant le méme protocole établit lors de la synthese de 59 (figure 47) pour
donner 85 (figure 69).

En se basant sur le schéma réactionnel établit pour la synthese de 61 (figure 47),
|’étape suivante est la réaction de type SN2 en présence de PBrs3 sur 85. Cette réaction ne
nous permet pas 'obtention du dérivé bromé attendu, elle entraine la dégradation du
composé 85. Du fait des conditions particulierement acides de la réaction, le
groupement MOM s’est probablement déprotégé. Une autre méthode utilisant des
conditions plus douces a été tenté mettant en réaction 85 avec du NBS en présence de
PPhs[283] mais sans succes, ce qui nous force a envisager l'utilisation d'un autre
groupement protecteur. Dans la littérature, une autre méthode a été décrite dans des
conditions encore plus douces avec 'utilisation de CBrs comme agent de bromation en
présence de PPhs[284], cependant nous n’avons encore eu l'occasion de tenter

'expérience.
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b. Sel de phosphonium - Dérivé allylé

Parmi les différents groupements protecteurs des hydroxyles décrits dans la littérature,
'utilisation d’un allyle semble étre un bon choix pour la synthése du sel de
phosphonium 89 apres avoir passé en revue '’ensemble des étapes de fagon a voir si

dans aucun cas nous nous retrouvons dans des conditions de déprotection.

LU U

Uy

Figure 70: Réactifs et conditions: (a) EtOH, K2COs3, Bromure
d’allyle, 70°C, 24h, 93% ; (b) MeOH, NaBH4, 0°C, 30 min, 92% ; (c)
CH2Clz, PBr3, TA, 18h, 81% ; (d) toluene, PPhs, reflux, 2h, 80%.

P PhsBr

Le schéma de synthése de ce sel est identique a la synthese de 61 avec comme seule
différence 1'étape de protection de I'hydroxyle (figure 70). Cette étape est la premiere
ce schéma de synthése avec I'action d’'un bromure d’allyle en présence de K2CO3 dans du
DMFI247.285] sur la vanilline pour donner 86. Pour des raisons pratiques, j’ai plus tard
utilisé 'EtOH comme solvant de réaction au lieu du DMF, cela n’a pas eu de conséquence
sur l'orientation de la réaction, ni sur le rendement de la réaction. Les synthéses des
composés 87, 88 et 89 n’ont posé aucunes difficultés en utilisant les mémes protocoles

que pour les synthéses de 59, 60 et 61[249.256],
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c. Couplage par la réaction de Wittig - Allyle

OBn

89 P'PhyBr a ‘
o)
BnO Z ~
OBn
o o)

_0
BnO 90 \\”

66

Figure 71 : Réactifs et conditions: (a) THF, n-BuLi, -78°C, 12h,
30%.

Une fois le sel de phosphonium 89 obtenu, nous avons effectué le couplage de ce sel avec
le méme céto-benzaldéhyde 66 utilisé lors de la premiere approche (figures 52 et 71).
Cette réaction de Wittig se fait exactement dans les mémes condition que pour la
formation de 7112491 (figure 54) conduisant au composé 90 avec un rendement
d’environ 20%. Par analyse RMN nous avons pu déterminer que seul le dérivé de
configuration E. Effectivement les deux hydrogenes de l'alcene couplent entre eux avec
une grande constante. Malgré ce faible rendement, nous avons pu isoler suffisamment

de produit pour lancer la suite des étapes.
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d. Déprotection du benzyle et fixation d’'un glucoside - Allyle

Figure 72 : Réactifs et conditions : (a) Et20/toluéne, MgBr2, 60°C,
48h, 40% ; (b) CH3CN, Cs2C03, acetobromo-a-D-glucose, TA, 24h,
78% ; (c) MeOH, KOH, TA, 1h, 70%.

L’étape de débenzylation, que I'on peut toujours qualifier de sélective du fait de la
présence d’'un second benzyle sur '’hydroxyle en para, constitue également I'étape clé de
cette nouvelle approche (figure 72). Lors de la premiere approche, avec les hydroxyles
protégés par les mémes groupements benzyles, la forme conjuguée de 71 (figure 61) a
permis d’expliquer que le benzyle porté par '’hydroxyle en ortho du méthoxy réagit plus
facilement avec MgBrz que I'hydroxyle en ortho de la cétone. Par le remplacement du

benzyle avec l'allyle nous envisageons d’orienter la déprotection par MgBrz de
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I’hydroxyle situé a c6té de la cétone. Ainsi, la totalité de 90 est lancé dans la suite de la
synthese dans le but d’obtenir 91 avec les mémes conditions utilisées pour 'obtention
de 72. Le suivit par CCM nous permet d’observer la formation d'une tache, cependant la
réaction est tres lente, le composé 90 reste majoritaire apres 48h de chauffage. L’analyse
RMN de la fraction isolée ne nous permet pas clairement d’identifier les composés
formés lors de la réaction. Les réactions de couplage osidique et de désacétylation en

vue de I'obtention de 92 et 93 n’ont de ce fait pas pu étre effectuées.

3. Conclusion de I'approche B

La difficulté de I'obtention de 91 nous montre que la voie de la déprotection sélective
n’est pas la méthode optimale en vue de I'obtention de la molécule RCZ 17, cependant
l'utilisation de groupements différents reste privilégiée. Compte tenu du peu de temps
disponible en fin de cette these, cette voie n’a pas été poursuivie, une nouvelle voie

d’approche pour la synthese de la RCZ 17 a été alors initiée.
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III. Approche Voie C

1. Rétrosynthése Voie C

3

OH OPY
OH ‘ o~ oP? ‘ o~
A
"0 - 0
O O OH O
HO
HO" “OH
OH B Prl # Pr2 = Pr3=Bn
oPF 0 opr’ |
' o)
+
OPr' O
Br PhgP~

Figure 73 : Rétrosynthese approche voie C

Lors de la débenzylation sélective effectué dans la seconde approche, l'utilisation du
MgBr2 ne donne pas de tres bons résultats en termes de rendement de réaction. C’est
pourquoi une nouvelle approche est envisagée dont le principe repose cette fois sur la
protection sélective de I'hydroxyle, qui sera ultérieurement porteur de l'ose, par un
groupement différent des autres hydroxyles. Lors de la seconde approche, des
groupements de sensibilités différentes avaient été expérimentés. Dans cette 3éme
approche, la différence de sensibilité constitue également la clé, seulement cette fois le
groupement protecteur avec un mécanisme de clivage sensiblement différents des

autres groupements sera porté par ’hydroxyle d’intérét (figure 73).
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Cette protection sélective de I'hydroxyle en ortho du brome a déja été rapportée dans le
cadre de synthéses totales, tel que la synthése de la frustolosine 40, par I'utilisation de
différents groupements protecteurs comme un terbutyl-diphénylsilyle ou bien encore

un méthoxy-méthyle.

2. Préparation de la RCZ 17 Approche selon la voie C

a. Céto-aldéhyde - tert-Butyl diphénylsilane

Nous avons dans un premier temps effectué la protection avec le TBDPS. En partant de
39 en présence d’'imidazole et de TBDPSCI en solution dans CH2Cl2[25%, nous avons
rapidement obtenu 94 avec de trés bon rendement (figure 74). La protection de
I’hydroxyle libre de 94 par un benzyle se fait par une réaction de Williamson dans les

mémes conditions que 58 ou 62.

OH (I) OH (I) OBn(ID

Br Br Br
OH OTBDPS OTBDPS
38 94 95

Figure 74 : Réactifs et conditions : (a) CH2Clz, imidazole, TBDPSCI,
TA, 15min, 91% ; (b) CH3CN, K2COs3, BnBr, reflux, 4h, 20%.

Apres séparation des différents produits obtenues et I'analyse RMN, nous avons obtenu
le composé 95 attendu avec seulement 20% de rendement. Nous avons également
obtenu plusieurs autres produits que nous avons pu identifier, qui sont : le dérivé
déprotégé 39, le dérivé dibenzylé 62 et un mélange de deux isomeres monobenzylés sur

I'un ou sur I'autre des hydroxyles.

b. Céto-aldéhyde — Méthoxyméthyle
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Le faible rendement de cette réaction précédente nous ameéne a envisager l'utilisation
d’'un autre groupement protecteur. L’équipe ayant effectué la synthese totale de la
frustolosine 40 [245] a effectué une protection sélective pour conduire au composé qui
nous intéresse, a savoir le dérivé 96 possédant un groupement méthoxy-méthyl sur

I'’hydroxyle d’intérét (figure 75).

OH (ID OH ?
25
Br Br
OH OMOM
38 96

Figure 75: Réactifs et conditions: (a) acétone, K:COs, Cl-
CH20CH3s, 30°C, 2h, 67%.

Pour la premiere étape dans l'obtention de notre synthon nous avons dans un premier
temps suivi le méme protocole que cette équipe avec 1.05 équivalent de MOMCI en
solution dans CH2Clz et une base, nous avons utilisé EtsN. Le méme composé 99 a bien
été obtenu mais cependant le rendement est relativement faible. Suite a ce résultat, nous
avons décidé de changer le protocole. Une autre équipe a également effectué une
protection sélective pour donner un analogue de 96 en utilisant K2CO3 comme base et
I'acétone comme solvantl28¢l, L’action de MOMCI sur 39 dans ces conditions conduit au

méme composé 96 avec un meilleur rendement.

Pour la suite de ce schéma de synthése, les étapes sont identiques que celui utilisé en
vue de 'obtention de 66 (figures 48, 49, 51 et 52). La benzylation de 96 pour conduire
a 971257] est suivit de la réaction de Sonogashira dans les conditions optimales que nous
avons déterminé précédemment donnant 98[258] avec un rendement légérement
meilleur que lors de la synthése de 63 (figure 49). Le composé 98 est ensuite désilylé
pour conduire a lalcyne 9902631 qui sera hydraté par l'action du complexe
Hg(OTf)2:(TMU)2 pour donner le céto-benzaldéhyde 100102692701 avec un rendement

toujours de I'ordre de 30% apres purification (figure 76).
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Figure 76 : Réactifs et conditions: (a) CH3CN, K2C03, 90°C, 2h,
70% ;(b) Toluene, Cul, (PPhs)2Cl2Pd (II), TMS acétyléne, EtsN,
85°C, 2-4h, 65%; (c) THF, BuN4F, 0°C, 30min, 80%; (d)
CH3CN/CH2Clz, H20, Hg(OTf)2:(TMU)z (0.1 mol %), TA, 12h, 26%.

c. Wittig avec l’'aldéhyde cétone porteuse du groupement MOM

Nous avons ensuite effectué le couplage par la réaction de Wittig de I'aldéhyde de 101
avec le sel de phosphonium benzylé 61 (figure 77). Cette réaction a permis l'obtention

du 10302491,

OBn I

OBn

+ -
P"Ph.B
e o0
MOMO = ~
OBn
o OBn

MOMO Z 101

100

Figure 77 : Réactifs et conditions: (a) THF, n-BuLi, -78°C, 12h,
30%.
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L’analyse RMN de ce composé a montré que seul le produit de configuration E est
obtenu. Malgré le faible rendement de la réaction, une quantité suffisante de produit a

pu étre isolée lors de la chromatographie sur colonne pour la suite de la synthese.

d. Déprotection du groupement MOM

L’étape de déprotection constitue une nouvelle fois une étape clé dans cette voie
d’approche. Dans la littérature, du fait de la trés large utilisation de ce groupement
protecteur pour les hydroxyles, les techniques de déprotections sont également bien
décrites. De fagon a obtenir un maximum de produit final du fait de la faible quantité de
101 disponible, nous avons tenté la déprotection du MOM par plusieurs procédés
différents.

Dans un premier temps, nous avons tenté la déprotection par l'action de l'acide
trifuoroacétique (TFA) sur 101 en solution dans CH2Cl2[287]. Cette méthode n’a pas été
concluante car lors du suivi par CCM, un grand nombre de composés sont formés,
rendant la purification et I'identification délicate, de plus ce grand nombre de composés
laisse un mauvais présage en ce qui concerne le rendement de la réaction. Nous avons de
ce fait tenté la méthode utilisée pour la déprotection sélective en ortho d'un aldéhyde
avec l'action de MgBr.[281.288], Le fait d’élever la température de réaction et également
d’augmenter la quantité de MgBr2 ne change en rien le résultat final. Aucune évolution
n'est observée, aprés traitement de la réaction, seul le produit 101 est isolé. Les
réactions précédentes ne conduisant pas au composé final 102 attendu, nous avons
donc tenté une autre réaction de déprotection dont I'approche globale est la méme, a
savoir 'utilisation d’'un acide mais dans des conditions un peu plus douce. Nous nous
sommes inspirés d’'un protocole dans lequel la déprotection du MOM se fait par l'action
de HCI dilué a 3.7%[283.286] (figure 78). Cette méthode nous meéne au composé 102 avec

un rendement de 'ordre de 80%.
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101 102

Figure 78 : Réactifs et conditions : (a) MeOH, HCl 10% H20 (v/v),
reflux, 30min, 70% - (a") CH2Clz, TFA, 0°C, 3h, 0% - (a”) THEF,
MgBr2(Et20), 0°C a 45°C, 24h, 0%.

Lors de l'analyse RMN nous observons bien l'apparition d’'un seul proton avec un
déplacement chimique de 6 10,21 imputable a la fonction phénol. De plus nous pouvons
clairement observer la disparition du groupement MOM, les groupements benzyles sont

toujours en place.

e. Fixation OSE

Une fois que nous avons effectué 1'analyse RMN de 102, nous avons pu confirmer que
seul le groupement MOM a réagit et de ce fait nous avons réussi la déprotection sélective
de I'hydroxyle d’intérét par cette derniere voie d’approche. La greffage de 'acétobromo-
o-D-glucose sur 102[248] se fait dans les mémes conditions que lors de la synthése de 78
(figure 60) et de 92 (figure 73) pour donner 103, il en est de méme avec les conditions
de désacétylation conduisant aux composés 79 et 93 avec 103 pour donner 104(248], La
derniere étape est une hydrogénation catalytique qui va conduire a notre composé final
17 apres la débenzylation des deux hydroxyles ainsi que la saturation de I'alcene (figure

79).
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Figure 79: Réactifs et conditions: (a) CH3CN, Cs2C0s3,
acetobromo-a-D-glucose, TA, 24h, 50% ; (b) MeOH, KOH, TA, 1h,
80% ; (c) EtOH/AcOEt, 10% Pd/C, Hz, TA, P°Atm, 2h, 99%.

La comparaison des données RMN de RCZ 17 obtenu avec la molécule RCZ 17 naturelle
a permis de confirmer I'analogie structurale. Les spectres RMN 1H et 13C sont identiques

(tableau 4).
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Position RCZ 17 naturelle RCZ 17 de synthese Position RCZ 17 naturelle RCZ 17 de synthese
1 1 135.5,C 135.5,C
2 2 126.5, C 126.5,C
3 3 152.4,C 152.4,C
4 6.79, d (8.8) 6.79, d (8.8) 4 117.1,C 117.1,C
5 6.97,d (8.8) 6.97,d (8.8) 5 116.4, C 116.4, C
6 6 147.8,C 147.8,C
CH3CO-C (1) CHsCO-C(1) 208.7,C 208.7,C
CH5CO-C(1) 2.31,s 2.31,s CHsCO-C(1) 33.1,CHs 33.1,CH3
a-CH, 2.70, m 2.70, m a-CH, 31.3, CH; 31.3, CH,
B-CH, 2.70, m 2.70, m B-CH, 36.5, CH, 36.5, CH,
1’ 1 135.2,C 135.2,C
2 6.64, d (1.6) 6.64, d (1.9) 2 113.3,C 113.3,C
3’ 3’ 148.7, C 148.7, C
4 4 145.6, C 145.6, C
5’ 6.66, d (7.9) 6.66,d (7.9) 5 116.0,C 116.0,C
6’ 6.55,dd (7.9, 1.6) 6.55,dd (7.9, 1.9) 6’ 121.9,C 121.9,C
CH;0-C(3') 3.77,s 3.77,s CHs0-C(3’) 56.3,CHs 56.3, CH3
1” 4.76,d (7.6) 4.76,d (7.6) 1” 103.7, C 103.7,C
2" 3.36, m 3.36, m 2" 74.9, CH 74.9, CH
3” 3.40, m 3.40, m 3” 78.2, CH 78.2, CH
4" 3.34,m 3.34,m 4" 71.4, CH 71.4, CH
5" 3.33, m 3.33, m 5” 78.1,C 78.1,C
6" 3.85,dd (12.0, 1.3) 3.85,dd (12.0, 1.8) 6" 62.7, CH, 62.7, CHy

3.66, dd (12.0, 5.4)

3.66, dd (12.0, 5.4)

Tableau 4 : Données RMN de la RCZ 17 de synthese et de la
molécule RCZ 17 naturelle, les résultats ont été fourni par le Dr. P.
PROKSCH et AL[226], Le tableau de gauche concerne la 'H-RMN et le
tableau de droite la 3C-RMN. (La classification a été effectuée
suivant la numérotation des différents carbones de la molécule).

3. Conclusion de I'approche C

Cette derniere approche nous a permis d’obtenir la molécule RCZ 17 avec succes. Cette
derniere approche nous a confirmé que l'utilisation de différents groupements
protecteurs d’hydroxyles est nécessaire dans notre cas pour obtenir le dérivé

glycosidique désiré. Du fait de la tres grande diversité des groupements protecteurs
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décrits dans la littérature, le choix du bon groupement peut vite s’avérer délicat au vu
des différentes réactions qu’il devra subir. Dans notre cas, le groupement MOM présente
un double avantage, il nous a permis d’effectuer une protection sélective de notre
hydroxyle d’intérét mais il est également relativement bien résistant aux diverses

conditions des autres réactions effectuées avec une grande facilité de déprotection.

Evaluations Biologiques

Une fois notre composé RCZ 17 isolé, les premiéres évaluations biologiques ont été
effectuées en comparaison avec son homologue naturel par une méthode de criblage.
Cette méthode a été effectué suivant le méme protocole qui est décrit par MEIJER et
al.l1%] sur un panel de Kkinases présentant une activité dans le cas de la maladie
d’Alzheimer. Cette évaluation biologique précoce permet de mettre en évidence I'activité
de la molécule ainsi que sa sélectivité et ainsi d’en déterminer son ICso pour chacune des

protéines testées (tableau 5).
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Isomere | RCZ 17 RCZ 17
Kinases

79 Naturelle | Synthese
CDK1 >10 >10 >10
CDK2/Cycline A >10 >10 >10
CDK5/p25 >10 >10 >10
CDK9/Cycline T >10 >10 >10
CK1§/¢ >10 >10 >10
CLK1 >10 >10 >10
CLK2 >10 >10 >10
CLK3 >10 >10 >10
CLK4 >10 >10 >10
DYRK1A 6.00 0.22 0.17
DYRK1B >10 >10 >10
DYRK2 >10 3.70 2.20
DYRK3 >10 2.20 2.00
GSK-3a/B >10 >10 >10

Tableau 5: Moyennes des ICso en pM apres une évaluation
biologique réalisé en triplicata.

L’'isomere 79 est le premier composé a avoir été isolé. L’évaluation biologique a été
effectuée rapidement. Lors de celle-ci, seul une activité inhibitrice sur la kinase DYRK1A
est rapporté avec une ICso de 6.00 uM, ce qui est bien supérieur celle de la RCZ 17
naturelle avec 0.17 pM. Suite a ce premier résultats, nous avons eu la confirmation que
nous ne sommes pas en présence de notre bon composé. Cependant il est intéressant de
remarquer l'excellente sélectivité de celui-ci malgré la diminution du pouvoir inhibiteur

sur la cible.

L’évaluation biologique de la molécule RCZ 17 de synthese a été effectuée
immédiatement apres I'obtention de celle-ci en comparaison avec celle extraite sur le
méme panel de kinases impliquées dans la maladie d’Alzheimer et dans certains cancers.
Comme le montre les résultats, la RCZ 17 de synthese posséde une activité ainsi qu'une

sélectivité identique a sa référence naturelle. Cette molécule présente une grande
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affinité pour les protéines kinases de la famille DYRK excepté pour DYRK1B, avec une
préférence pour la protéine DYRK1A, effectivement la différence des ICso entre DYRK1A
et DYRK2 ou DYRK3 est de 'ordre d'un facteur 10.
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Conclusions et perspectives

A. Conclusions

Au cours de ces travaux de thése, trois approches ont été successivement mis en ceuvre.
La déprotection sélective de I'intermédiaire 71 protégé par trois groupement benzyle
n’a pas permis l'obtention du produit escompté. L’analyse RMN ainsi que son évaluation
biologique nous a permis de confirmer I'obtention d’'un isomere de position. C’est lors de
'étape de déprotection sélective que le benzyle situé en ortho d’'un méthoxy présente le
plus d’affinité au MgBr2. L’effet de conjugaison de cet intermédiaire explique
vraisemblablement ce résultat, ainsi nous avons envisagé des nouvelles approches. La
combinaison des groupements MOM est des groupements benzyles s’est révélée efficace
et est probablement ce qui est le mieux adaptée aux structures polyphénoliques. Dans
notre cas, nous nous sommes affranchis de la déprotection par sélectivité. L’utilisation
du MOM nous a permis d’obtenir un intermédiaire sélectivement protégé sur notre
groupement d’intérét pour ensuite ne déprotéger que ce groupement. Cela nous a
permis d’obtenir avec succes la molécule RCZ 17. L’analyse RMN de ce composé nous a
permis de confirmer que le RCZ 17 est identique avec la molécule isolée de la plante.
L’évaluation biologique a également été effectué et les résultats sont similaires, les ICso
de la RCZ 17 de synthese ainsi que ceux de la molécule naturelle ne sont pas
significativement différentes.

La tres grande sélectivité de la RCZ 17 pour les protéines de la famille DYRK a suscité
'attention du domaine de la cristallographie dans le but de voir les interactions de la
molécule avec sa cible et de comprendre la sélectivité de la molécule. L’équipe du Dr. S.
KNAPP a réussi la cocristallisation de la protéine DYRK2 avec la molécule mettant ainsi

en évidence I'ensemble des interactions électroniques (figure 80).
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Figure 80 : Structure cristalline de DYRK2 avec RCZ 17 réalisé
par S. KNAPP et Al Les pointillés montrent les interactions
hydrogenes entre la protéine et RCZ 17.

B. Perspectives

Suite a ces résultats plusieurs perspectives peuvent étre envisagées. Elles sont de trois

ordres.

La premiere concerne l'optimisation de la synthese de RCZ 17. Lors de la construction
de notre composé, nous avons privilégié 'optimisation sur les groupements protecteurs,
cependant dans la littérature il existe des approches différentes de celle que nous avons
mise en place qui permettraient 'obtention de notre structure dihydrostilbénoide.
Parmi ces approches nous pouvons citer des réactions tel que la réaction de Suzuki par
la formation d’intermédiaires boroniques ou bien encore la réaction de Heck qui est
également largement décrite. Il existe également d’autres approches qui pourraient étre

envisagées dans la synthése de notre composé tel que la réaction d’oxydation de
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Pfitzner-Moffatt ou bien la réaction d’oxydation de Wacker dans le but d’obtenir le

groupement cétone.

En suivant une autre perspective, nous pouvons nous appuyer sur les données
cristallographiques. Cela permettra la mise en place de pharmacomodulations qui est
une étape nécessaire. Ces pharmacomodulations auront pour but d’améliorer la
sélectivité ainsi que l'activité thérapeutique, les données fournies par Ila
radiocristallographie permettent d’analyser les différentes interactions existantes et
possible d'une molécule avec la protéine ainsi il sera possible d’envisager la synthése
d’analogues effectuant un plus grand nombre d’interactions. De plus, notre molécule
présente actuellement un LogP négatif du fait de sa trés grande solubilité dans les
solvants aqueux et de sa tres faible solubilité dans les solvants organiques, ce qui est un
inconvénient pour la mise en place d’évaluations biologiques cellulaires in vitro ou bien
directement in vivo. L’optimisation peut ainsi étre orientée sur le caractere de solubilité
de notre composé de fagon a ce que le LogP soit plus élevé sans perdre 'activité de notre

composé.
Suite a ces pharmacomodulations, la perspective de I'expérimentation in vivo peut étre

envisagée sur des modeéles animaux présentant une surexpression de la protéine cible

DYRK1A.
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Matériel et Méthodes

Les solvants et les réactifs proviennent des plusieurs fournisseurs commerciaux et ont
été utilisés sans purifications supplémentaires. Les chromatographies sur couche mince
ont été effectuées sur plaque plastique avec gel de silice 60-Fzs4 (Merck) et la
visualisation a été effectuée par lampes UV (254 nm et 365 nm). Les purifications ont été
effectuées sur gel de silice 60A (Carlo Erba). Les points de fusions ont été déterminés sur
banc Kofler et sont non corrigés. Les spectres infrarouges ont été enregistrés par
spectrophotometres Infra Rouge dotés d'interférometre a Transformée de Fourier
(IRTF) Shimadzu IRTracer-100. Les valeurs sont exprimées en cm-l. Les spectres 1H-
RMN ont été enregistrés par un spectrometre Bruker AVANCE III 400 (400 MHz), les
I3C-RMN ainsi que les DEPT par un Bruker AVANCE III 400 (101 MHz), le solvant
deutéré utilisé est le chloroforme CDCIs sauf indication du contraire. Les déplacements
chimiques sont exprimé en ppm (partie par million) avec comme référence standard
interne le tétraméthylsilane. Les constantes de couplage (J) sont exprimées en Hz
(Hertz) et les signaux sont désigné comme s’en suit : singulet (s) ; doublet (d) ; multiplet
(m) ; doublet de doublet (dd) ; triplet (t) ; doublet de triplet (dt). Les spectrométries de
masses ont été effectuées par le « Centre Commun de Spectrosmétrie de Masse » de
I'université Claude Bernard Lyon I, en remerciant F. Albrieux, C. Duchamp et N.
Henriques. Le Spectrometre est un Bruker micrOTOF-Q II avec comme source un
electrospay a ions positifs (ESI*) (ionisation par electronébulisation), les masses

obtenues sont exprimé en m/z (masse/charge).
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4-benzyloxy-3-methoxy-benzaldehyde 58

MM : 242,27g.mol1
Formule : C15sH1403

Rf = 0.68 (CH2Cl2)

A une solution de vanilline (4.00g, 26.30mmol) dans CH3CN (130mL) sont ajoutés du
bromure de benzyle (3.43mL, 31.50mmol) et K2CO3 (4.36g, 31.50mmol). Le mélange
réactionnel est mis sous reflux pendant 1h. Une fois le mélange a TA, le solvant est
évaporé sous pression réduite et le résidu est repris dans H20 (100mL) puis extrait par
AcOEt (2 x 50mL). La phase organique est ensuite lavée par H20 (2 x 25mL), une
solution saturée en NaCl (1 x 25mL), séchée sur Na2S0a4 et évaporée a sec sous pression
réduite. Le résidu est recristallisé dans du Ce¢Hi2 pour donner 58 (5.50g, Rdt: 87.1%)

sous forme de cristaux blancs ; Tf: 62°C.

IR:812.03,987.55,1029.99, 1130.29, 1236.37, 1257.59, 1423.47, 1504.48, 1672.28.

1H : § 3.98 (s, 3H, CH3),5.28 (s, 2H, CHz), 7.01 (d, ] = 8.2 Hz, 1H, H-5), 7.49 - 7.32 (m, 7H,
Ar), 9.86 (s, 1H, CHO).

13C : 6 56.08, 70.88, 109.31, 112.37, 126.65, 127.22, 128.23, 128.75, 130.29, 136.01,
150.08, 153.60, 190.96.

DEPT : 6 56.08, 70.87(CHz), 109.30, 112.37, 126.65, 127.22, 128.24, 128.75.

LRMS:: [M+H]* = 243.1
[M+Na]* = 265.1
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[4-benzyloxy-3-(hydroxymethyl)phenylmethanol 59

MM : 244,28g.mol1
Formule : C15H1603

Rf = 0.18 (CH2Cl2)

OH

A une solution de 58 (10.00g, 41.27mmol) dans MeOH (206mL) est lentement ajouté
NaBH4 (1.95g, 51.59mmol). Le mélange est placé sous agitation pendant 15 min a -5°C,
puis est neutralisé par CH3COOH, MeOH est ensuite évaporé sous pression réduite et le
résidu est reprit dans H20 (50mL) puis extrait par AcOEt (2 x 100mL). La phase
organique est ensuite lavée par H20 (2 x 50mL), une solution saturée en NaCl (1 x
40mL), séchée sur Na:SOs4 et évaporée a sec sous pression réduite. Le résidu est
suffisamment pur pour la suite des réactions et donne 59 (9.98g, Rdt: 99.0%) sous

forme de cristaux blancs ; Tf: 74°C.

IR:852.54,1002.98,1031.92,1134.14, 1159.22, 1234.44, 1257.59, 1514.12, 1589.34.

1H : § 3.83 (s, 3H, CHs), 4.54 (s, 2H, CHz), 5.09 (s, 2H, CHz-Ph), 6.80 - 6.73 (m, 2H, H-5/6),
6.88 (d, ] = 1.8 Hz, 1H, H-2), 7.40 - 7.22 (m, 5H, Ar).

13C : 6 55.98, 65.34, 71.08, 110.96, 113.95, 119.35, 127.24, 127.84, 128.56, 134.13,
137.13, 147.70, 149.83.

DEPT : 6 55.98, 65.34(CHz), 71.08(CHz), 110.96, 113.95, 119.35, 127.24, 127.84, 128.56.

LRMS : [M+Nal* = 267.1
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[2-benzyloxy-5-(bromomethyl)phenyl]methanol 60

MM : 307,18g.mol !
Formule : C1sH15BrO:z

Rf =0.91 (CH2Cl2)

Br

A une solution de 60 (13.60g, 55.67mmol) dans CH2Cl2 (240mL) une solution de PBr3
(2.63mL, 27.84mmol) dans du CH2Clz (30mL) est ajoutée goutte a goutte pendant 15
min a 0°C, le mélange réactionnel est ensuite place sous agitation pendant la nuit.
L’ensemble est ensuite versé sur H20/glace, est neutralisé par Na2COs3 et est extrait par
CH2Cl2 (2 x 100mL). La phase organique est ensuite lavée par H20 (2 x 50mL), une
solution saturée en NaCl (1 x 40mL), séchée sur Na:S04 et est évaporée a sec sous
pression réduite. Le résidu est suffisamment pur pour la suite des réactions et donne 60

(13.00g, Rdt : 89.0%) sous forme de cristaux oranges ; Tf: 76°C.

IR : 561.29, 852.54, 1002.98, 1031.92, 1134.14, 1159.22, 1234.44, 1257.59, 1514.12,
1589.34.

1H : § 3.90 (s, 3H, CHz), 4.48 (s, 2H, CH2-Br), 5.15 (s, 2H, CH2-Ph), 6.81 (d, ] = 8.2 Hz, 1H,
H-3), 6.88 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, 1H, H-4), 6.93 (d, ] = 2.0 Hz, 1H, H-6), 7.45 - 7.27 (m, 5H,

Ar).

13C : 6 34.34, 56.03, 70.98, 112.61, 113.65, 121.50, 127.23, 127.93, 128.60, 130.71,
136.89, 148.42, 149.72.

DEPT : & 34.34(CHz), 56.03, 70.98(CHz), 112.61, 113.65, 121.50, 127.23, 127.93, 128.60,
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LRMS : [M+Na]* = 331.0
[M-Br]* = 227.1

4-benzyloxy-3-methoxy-benzyl-triphenyl-phosphonium bromide 61

MM :569,47g.mol1
Formule : C33H30BrO2zP

+ -
P Phz:Br

A une solution de 60 (10.00g, 31.48mmol) dans du toluene (330mL) sont ajoutés de la
triphénylphosphine (9.90g, 37.78mmol). Le mélange réactionnel est chauffé au reflux
pendant 1h. L’ensemble est refroidis a TA, le précipité formé est filtré sur fritté ensuite
lavé par du toluéne puis par de I'Et20 pour donner 61 (17.75g, Rdt : 99.0%) sous forme
de cristaux blancs ; Tf: 220°C.

IR: 690.52, 856.39, 1026.13, 1109.07, 1139.93, 1234.44, 1435.04, 1514.12.
1H: § 3.57 (s, 3H, CHs), 5.09 (s, 2H, CHz-Ph), 5.35 (d, ] = 13.7 Hz, 2H, CH2-P), 6.55 (tt, 1H,
H-6), 6.64 (d, ] = 8.3 Hz, 1H, H-5), 6.88 (t, 1H, H-2), 7.43 - 7.30 (m, 5H, Ar), 7.83 - 7.57

(m, 16H, Ar).

LRMS : [M-Br]* = 489.5
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2-bromo-3,6-dihydroxy-benzaldehyde 39

OH (I) MM : 217,02g.mol!
Formule : C7HsBrOs3
Br Rf =0.39 (CH2Cl2)
OH

A une solution de 2,5-dihydroxybenzaldehyde (4.00g, 28.96mmol) dans CH3Cl (136mL)
une solution de Brz (1.61mL, 30.12mmol) dans CH3Cl (100mL) est ajoutée goutte a
goutte pendant 90 min a TA. L’ensemble est ensuite maintenu sous agitation pendant 90
min supplémentaires. Le mélange réactionnel est lavé par une solution de Na2S203 a
10% (8 x 60mL). La phase organique est séchée sur Na2504 et est évaporée a sec sous
pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie sur colonne avec comme
solvant CH2Cl2 pour donner 39 (5.60g, Rdt: 90,0%) sous forme de cristaux jaunes ; Tf:
136°C.

IR:783.10,831.32,858.32,1166.93, 1282.66, 1454.33, 1571.99, 3242.34.

1H : 6 5.29 (s, 1H, OH-3), 6.85 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H-5), 7.17 (d, ] = 9.1 Hz, 1H, H-4), 10.20
(d,J = 0.5 Hz, 1H, CHO), 11.58 (s, 1H, OH-6).

13C:86111.88,116.46,118.67,125.44, 145.58, 158.32, 196.93.

DEPT : 8 118.67, 125.44.

LRMS : (7°Br) [M+H]* = 214.9 ; (81Br) [M+H]* = 216.9
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3,6-dibenzyloxy-2-bromo-benzaldehyde 62
MM : 397,26g.mol1

Formule : C21H17BrOs3

o Rf = 0.66 (CH2Cl2/CeH1z - 8/2)

Br

La méme procédure décrite pour 58 a été employé avec 39 (5.00g, 23.04mmol) avec 2.5
équivalent de K2CO3 et BnBr. Le composé 62 est obtenu (6.68g, Rdt : 73,0%) sous forme
de cristaux jaune-pale ; Tf: 135°C.

IR:692.44, 729.09, 806.25, 1259.52, 1377.17, 1448.54, 1566.20, 1693.50.

1H : § 5.05 (d, ] = 1.1 Hz, 4H, CH2), 6.85 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H-5), 6.98 (d, ] = 9.1 Hz, 1H, H-
4),7.42 - 7.22 (m, 10H, Ar), 10.39 (s, 1H, CHO).

BBC: 6 71.61, 72.12, 113.34, 115.39, 119.49, 125.64, 127.18, 127.21, 128.15, 128.20,
128.66,128.71, 136.05, 136.28, 149.86, 154.94, 190.64,

DEPT : 6 71.60(CHz2), 72.12(CHz), 113.33, 119.48, 127.18, 127.21, 128.15, 128.20,
128.66, 128.71,

LRMS : (79Br) [M+H]* = 397.4 ; (81Br) [M+H]* = 399.4
(7Br) [M+Na]* =419.3; (81Br) [M+Na]* = 421.3
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3,6-dibenzyloxy-2-(2-trimethylsilylethynyl)benzaldehyde 63

MM : 414.57g.mol1
Formule : C26H2603Si

o o Rf =0.61 (CH2Cl2/CeH12 - 8/2)

A une solution de 62 (6.00g, 15.10mmol) dans du toluéne (72mL) sont ajouté, sous
atmosphére inerte, Cul (1.44g, 7.55mmol), (PPhs)2Cl2Pd(II) (2.66g, 3.78mmol), du TMS
acétylene (8.36mL, 60.49mmol) et EtsN (8.15mL, 60.49mmol). L’ensemble est chauffé a
85°C sous atmosphere inerte pendant 4h. Une fois a TA, le mélange réactionnel est filtré
sur silice et dilué par AcOEt. La phase organique est ensuite lavée par H20 (2 x 75mL),
une solution saturée en NaCl (1 x 50mL), séchée sur Na2S04 et est évaporée a sec sous
pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie sur colonne avec comme
solvant CH2Cl2/C6H12 - 9/1 pour donner 63 (4.70g, Rdt : 70,0%) sous forme de cristaux
jaune-brun ; Tf: 90°C.

IR:808.17,1006.84, 1190.08, 1375.25, 1562.34, 1693.50.

1H : § 0.20 (s, 9H, CH3), 5.03 (s, 2H, CH2-0-6), 5.07 (s, 2H, CH2-0-3), 6.84 (d, J = 9.1 Hz,
1H, H-5), 6.97 (d, ] = 9.1 Hz, 1H, H-4), 7.45 - 7.21 (m, 10H, Ar), 10.58 (s, 1, CHO).

13C: 6 0.00, 71.55, 71.68, 97.32, 107.60, 115.24, 116.83, 119.66, 127.12, 127.16, 127.24,
128.07,128.20, 128.62 128.83, 136.53, 136.88, 153.88, 154.97, 190.54.

DEPT : 6 71.38(CHz), 71.51(CHz), 115.06, 119.49, 126.99, 127.07, 127.90, 128.03,
128.45, 128.66.
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LRMS : [M+H]* = 415.5
[M+Na]* =437.5

3,6-dibenzyloxy-2-ethynyl-benzaldehyde 65

MM : 342.39g.mol!
Formule : C23H1803

o Rf = 0.52 (CH2Clz/CeH1z - 8/2)

A une solution de 63 (5.82g, 14.04mmol) dans du THF (172mL) sont ajouté BuN4F
(5.94mL, 16.85mmol) a 0°C. Le mélange réactionnel est placé sous agitation pendant
30min. Une fois la réaction complete, le THF est évaporé sous pression réduite puis le
résidu est repris par AcOEt. La phase organique est ensuite lavée par H20 (2 x 75mL),
une solution saturée en NaCl (1 x 75mL), séchée sur Na2S0a4 et est évaporée a sec sous
pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie sur colonne avec comme
solvant CH2Cl2/C6H12 - 8/2 pour donner 65 (4.37g, Rdt: 91,0%) sous forme de cristaux
jaunes ; Tf: 95°C.

IR:806.25,964.41, 1041.56, 1269.16, 1382.96, 1573.91, 1693.50, 3315.63.

1H : § 3.71 (s, 1H, C=C-H), 5.15 (s, 2H, CH2-0-6), 5.18 (s, 2H, CH2-0-3), 6.97 (d, ] = 9.2
Hz, 1H, H-5), 7.08 (d, ] = 9.2 Hz, 1H, H-4), 7.51 - 7.31 (m, 10H, Ar), 10.66 (s, 1H, CHO).

13C : 6 71.38, 71.65, 88.28, 114.13, 115.02, 119.73, 127.04, 127.16, 127.29, 128.01,
128.18,128.61, 128.71, 136.13, 136.54, 154.42, 155.04, 189.91.
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DEPT : § 71.38(CHz), 71.64(CH2), 88.28, 115.01, 119.72, 127.04, 127.16, 128.01, 128.18,
128.61, 128.71.

LRMS : [M+H]* = 343.4
[M+Na]* = 365.4

2-acetyl-3,6-dibenzyloxy-benzaldehyde 66

MM : 360.40 g.mol-1

Formule : C23H2004

0O (I) Rf =0.55 (CH2Cl2/CeH12 - 8/2)
O (@)
Méthode A

A une solution de 65 (2.76 g, 8.06 mmol) dans un mélange de CH3COOH (1.6 mL) et
HCOOH (1.6 mL) est ajouté a 0°C, Hg(CH3C00)2 (1.53 g, 4.80 mmol) en solution dans
H20 (3.06 mL). L’ensemble est mis sous agitation pendant 2h. Une fois a TA, le mélange
réactionnel est coinché par H20 (15 mL) et est neutralisé par Na2COs3 jusqu’a pH 7/8 et
est extrait par AcOEt (2 x 50 mL). La phase organique est ensuite lavée par H20 (2 x 60
mL), une solution saturée en NaCl (1 x 50mL), séchée sur Na2SO4 et est évaporée a sec
sous pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie sur colonne avec
comme solvant CH2Clz2 pour donner 66 (0.78 g, Rdt : 27%) sous forme de cristaux bruns ;

Tf: 136°C.

Méthode B

A une solution de 65 (3.40 g, 9.93 mmol) dans un mélange de CH3CN (14 mL) et CH2Cl2
(14 mL) sont ajoutés H20 (0.54 mL, 29.79 mmol) et une solution de Hg(OTf)2 (49.53 mg,
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99.30 umol) et tétramethylurée (23.77 pL, 198.60 pmol) dans CH3CN (6,00 mL).
L’ensemble est mis sous agitation pendant 12h a TA. Le mélange réactionnel est coinché
par H20 (20 mL) et est extrait par AcOEt (2 x 20 mL). La phase organique est ensuite
lavée par H20 (2 x 30 mL), une solution saturée en NaCl (1 x 25mL), séchée sur Na2S04
et est évaporée a sec sous pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie
sur colonne avec comme solvant CH2Clz pour donner 66 (1.00 g, Rdt: 30%) sous forme

de cristaux bruns ; Tf: 136°C.

IR : 813.96, 1087.85, 1180.44, 1263.37, 1348.24, 1381.03, 1433.11, 1583.56, 1681.93,
1705.07.

1H : § 2.45 (s, 3H, COCHs), 4.96 (s, 2H, CH2-0-6), 5.07 (s, 2H, CH2-0-3), 6.89 (d, ] = 9.1 Hz,
1H, H-5), 7.05 (d, ]/ = 9.1 Hz, 1H, H-4), 7.37 - 7.20 (m, 10H, Ar), 10.40 (s, 1H, CHO).

13C : 6 31.28, 71.33, 71.62, 114.21, 120.86, 122.72, 127.14, 127.34, 128.12, 128.42,
128.67,128.80, 133.84, 135.88, 136.27, 148.42, 155.47, 189.54, 203.54.

DEPT : § 31.28, 71.33(CHz2), 71.61(CH2), 114.21, 120.85, 127.14, 127.34, 128.13, 128.42,
128.67, 128.80.

LRMS : [M+H]* = 361.4
[M+Na]* = 383.4
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1-Acetyl-3’-methoxy-3,6,4’-tribenzyloxy-stilbene 71

MM : 570.67 g.mol-1
Formule : C38H3405

Rf = 0.66 (CH2Cl2)

o O

»

A une suspension de 61 (2.13 g, 3.66 mmol) dans du THF (20 mL) a -78°C est ajouté du
n-BuLi 1.6M (2.29 mL, 3.66 mmol). L’ensemble est maintenu sous agitation pendant 3h
puis est ajouté a -78°C en goutte a goutte une solution de 66 (1.10 g, 3.05 mmol) dans du
THF (16 mL), I'agitation est maintenu pendant 12h en revenant lentement a TA. Le
mélange réactionnel est ensuite refroidit a -78°C puis coinché par H20 (20 mL). Le
mélange est versé sur H20/glace et est extrait par CH2Clz (2 x 25 mL). La phase
organique est ensuite lavée par H20 (2 x 30 mL), une solution saturée en NaCl (1 x 30
mL), séchée sur Na2S04 et est évaporée a sec sous pression réduite. Le résidu est purifié
par chromatographie sur colonne avec comme solvant CH2Cl2/CéH12 - 9/1 pour donner

71 (0.6 g, Rdt: 35,0%) sous forme de cristaux jaune-beige ; Tf: 147°C.

IR:794.67,1008.77,1134.14, 1263.37, 1510.26, 1583.56, 1699.29.

1H : § 2.40 (s, 3H, COCHs), 3.82 (s, 3H, 0-CHs), 4.99 (d, ] = 6.7 Hz, 4H, CHz), 5.10 (s, 2H,
CH2-0-3"), 6.71 (d, ] = 9.0 Hz, 1H, H-5), 6.76 (d, ] = 8.3 Hz, 1H, H-5"), 6.80 (d, J = 9.0 Hz,
1H, H-4), 6.84 (dd, ] = 8.3, 1.9 Hz, 1H, H-6), 6.87 (d, ] = 1.9 Hz, 1H, H-«), 6.92 (d, ] = 16.5
Hz, 1H), 6.99 (d, ] = 16.5 Hz, 1H, H-B), 7.39 - 7.22 (m, 15H, Ar).

13C: & 32.51, 55.99, 70.99, 71.28, 71.51, 77.23, 109.77, 112.29, 113.88, 114.05, 119.64,
119.78, 124.79, 127.16, 127.23, 127.35, 127.87, 127.92, 127.94, 128.54, 128.58, 131.23,
132.75,134.87,136.86, 137.04, 148.22, 148.81, 149.67, 151.21, 205.21.
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DEPT : § 32.52, 55.99 .70.99(CHz), 71.28(CHz), 71.51(CHz), 77.23, 109.76, 112.29,
113.87, 114.04, 119.64, 119.77, 127.16, 127.23, 127.35, 127.87, 127.92, 127.94, 128.55,
128.58, 134.87.

LRMS : [M+H]* = 571.6
[M+Na]* = 593.6

1-Acetyl-3,6-dibenzyloxy-4’-hydroxyl-3’-methoxy-stilbene 72

MM : 480.55 g.mol-1

Formule : C31H2805

A une solution de 71 (0.60 g, 1.05 mmol) dans du toluéne (6.32 mL) est ajouté
MgBr2(Et20) (0.33 g, 1.26 mmol) en solution dans Et20 (0.90 mL). L'ensemble est
chauffé a 65°C pendant 48h. Une fois a TA, le mélange réactionnel est lavé par HCI 1N (5
mL) et est dilué par AcOEt. La phase organique est ensuite lavée par H20 (2 x 5 mL), une
solution saturée en NaCl (1 x 5 mL), séchée sur Na2SO4 et est évaporée a sec sous
pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie sur colonne avec comme
solvant CH2Cl2/CsH12/AcOEt - 5/4/1 pour donner 72 (0.15 g, Rdt: 30,0%) sous forme

de cristaux blancs.
1H: 6 2.40 (s, 3H, COCH3), 3.83 (s, 3H, 0-CH3), 4.99 (d, ] = 7.4 Hz, 4H, CHz2), 5.59 (s, 1H,

OH), 6.71 (d, ] = 9.0 Hz, 1H, H-5), 6.84 - 6.77 (m, 3H, Ar), 6.93 - 6.86 (m, 2H, Ar), 6.99 (d,
J =16.5 Hz, 1H, H-B), 7.38 - 7.22 (m, 10H, Ar).
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1-Acetyl-3,6-dibenzyloxy-3’-methoxy-4’-[3-D-acetoglucose-stilbene 77

MM : 810.84g.mol !
Formule : C45H46014

Rf = 0.52 (CH2Clz/AcOEt)

A une solution de 72 (0.36 g, 0.75 mmol) dans CH3CN (24 mL) sont ajoutés Cs2C03 (0.59
g, 1.50 mmol) et I'acetobromo-a-D-glucose (0.93 g, 2.26 mmol). L’ensemble est mis sous
agitation pendant 24h a TA. Le milieu réactionnel est ensuite dilué par AcOEt (20 mL).
La phase organique est ensuite lavée par H20 (2 x 25mL), une solution saturée en NH4Cl
(1 x 20mL), une solution saturée en NaCl (1 x 20mL), séchée sur Na2SO4 et est évaporée
a sec sous pression réduite conduisant, aprés une filtration sur silice en solution dans
CH2Cl2 avec un gradient de 1 a 10% en AcOEt, a une huile brune contenant 77 qui est

lancée tel quelle dans la suite des étapes sans purification supplémentaire.
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1-Acetyl-3,6-dibenzyloxy-3’-methoxy-4’-3-D-glucose-stilbene 78

MM : 642.69 g.mol!
Formule : C37H38010

Rf = 0.07 (CH2Clz/EtOH - 9/1)

A une solution de 77 (0.30 g, 0.37 mmol) dans MeOH (24 mL) est ajouté KOH (0.24 g,
3.70 mmol) a 0°C. L’ensemble est mis sous agitation pendant 1h a TA. Le milieu
réactionnel est ensuite acidifié jusqu’a pH 5/6 par HCI 1N et est extrait par AcOEt (2 x 15
mL). La phase organique est ensuite lavée par H20 (2 x 20mL), une solution saturée en
NaCl (1 x 15mL), séchée sur Na2SO4 et est évaporée a sec sous pression réduite pour

donner 78 (0.21 g, Rdt : 90%) sous forme de cristaux blancs ; Tf: 162°C.

IR:798.53,1026.13,1074.35,1219.01, 1265.30, 1454.33, 1508.33, 1589.34, 1703.14.

1H (DMSO-de) : § 2.50 (s, 3H, COCHs), 3.35 - 3.17 (m, 4H, CH-2”, 3", 4”, 5”), 3.55 - 3.47
(m, 1H, CH2-6"), 3.76 - 3.69 (m, 1H, CH2-6"), 3.85 (s, 3H, 0-CH3), 4.59 (t, J=5.6, 1H, OH),
498 (d,J=7.5, 1H, CH-1"), 5.07 (d, J=5.1, 1H, OH), 5.16 (d, J=10.5, 3H, CH2-0, OH), 5.21 (s,
2H, CHz-0), 5.31 (d, J=4.6, 1H, OH), 7.01 - 6.93 (m, 2H, Ar), 7.08 - 7.02 (m, 2H, Ar), 7.15
~7.10 (m, 2H, Ar), 7.18 (d, J=9.1, 1H, H-5), 7.57 - 7.36 (m, 10H, Ar).

LRMS: [M+H]* = 643.6
[M+Na]* = 665.6
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1-Acetyl-3,6-dihydroxyl-3’-methoxy-4’-3-D-glucose-dihydrostilbene 79

MM : 464.46 g.mol!
Formule : C23H28010

Rf = (CH2Cl2)

A une solution de 78 (0.21 g, 0.33 mmol) dans un mélange de EtOH ( mL) et AcOEt ( mL)
est ajouté 10% Pd/C ( g, mmol). L’'ensemble est mis sous agitation et est soumis a Hz(g)
sous pression atmosphérique pendant 2h a TA. Le milieu réactionnel est ensuite filtré et
est évaporé a sec sous pression réduite. Le résidu est chromatographié sur gel de silice
avec comme solvant CH2Clz/EtOH - 4/1 pour donner 79 (0.13 g, Rdt: 85%) sous forme

de cristaux blancs.

1H (Methanol-d4) : 8 2.27 (s, 3H, COCHz), 2.84 - 2.65 (m, 4H, CHz-o, B), 3.52 - 3.33 (m,
4H, CH-2”, 3", 4", 5”), 3.69 (dd, J = 12.0, 4.7 Hz, 1H, CH2-6"), 3.81 (s, 3H, 0-CHz), 3.86
(dd, ] = 12.1, 1.7 Hz, 1H, CH2-6"), 4.82 (d, ] = 7.1 Hz, 1H, CH-1"), 6.54 (d, ] = 8.6 Hz, 1H,
CH-4), 6.69 (m, 2H, Ar), 6.74 (d, ] = 1.6 Hz, 1H, CH-2), 7.05 (d, ] = 8.1 Hz, 1H, CH-5").

13C (Methanol-d4) : 6 29.60, 31.02, 35.31, 55.17, 61.05, 69.90, 73.54, 76.41, 76.73,
101.79, 112.77, 113.42, 116.35, 117.00, 120.69, 125.30, 130.43, 137.62, 144.72, 146.81,

148.19, 149.24, 207.42.

DEPT (Methanol-ds) : § 29.61(CHz), 31.02, 35.31(CHz), 55.17, 61.05 (CHz), 69.90, 73.54,
76.40,76.73,101.79, 112.76, 113.42, 116.35, 116.99, 120.69.
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1-Acetyl-3,6-dihydroxyl-3’-methoxy-4’-[3-D-acetoglucose-dihydrostilbene 80

o] MM : 632.61g.mol!

/ILQ \fo Formule : C31H36014

La méme procédure décrite pour 78 a été employé avec 77 (0.20 g, 0.25 mmol). Le

composé 80 est obtenu (0.16 g, Rdt : 99,0%) sous forme d’une huile blanchatre.

1H : § 1.97 (d, J=1.7, 6H, 0-COCH3), 2.02 (d, J=0.9, 6H, 0-COCHs), 2.54 (s, 3H, COCH3),
2.83 - 2.73 (m, 2H, CHz-B), 3.07 - 2.97 (m, 2H, CHz-a), 3.73 - 3.64 (m, 4H, 0-CHs, CH-5"),
411 (dd, J=12.2, 2.5, 1H, CHz-6"), 4.21 (dd, J=12.2, 4.8, 1H, CH2-6"), 4.61 (s, 1H, OH-3),
4.87 (d, J=7.4, 1H, CH-1"), 5.26 - 5.05 (m, 3H, CH-2”, 3", 4”), 6.53 (d, J=1.8, 1H, CH-2"),
6.59 (dd, J=8.1, 1.8, 1H, CH-6"), 6.65 (d, /=8.8, 1H, CH-4), 6.76 (d, J=8.8, 1H, CH-5), 6.96 (d,
J=8.1, 1H, CH-5"), 9.21 (s, 1H, OH-6).

3-bromo-3’-methoxy-1,4,4’-trihydroxyl-stilbene 83

MM : 607.53g.mol-!
Formule : C36H31BrO4

Rf = 0.82 (CH2Cl2)
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La méme procédure décrite pour 71 a été employé avec 62 (2.00 g, 5.03 mmol) et 61
(3.51 g, 6.04 mmol). Le composé 83 est obtenu (1.25 g, Rdt: 41%) sous forme de
cristaux blancs, Tf: 144°C.

IR:1006.84,1134.14, 1375.25, 1454.33, 1516.05.

1H : § 3.85 (s, 3H, 0-CHs), 5.00 (s, 2H, CH2-0), 5.05 (s, 2H, CH2-0), 5.11 (s, 2H, CH2-0),
6.70 (d, ] = 9.0 Hz, 1H, CH-a), 6.79 (t, ] = 8.9 Hz, 2H, CH-B, CH-5), 6.90 (dd, ] = 8.4, 1.8 Hz,
1H, CH-6"), 6.94 (d, ] = 1.9 Hz, 1H, CH-2’), 7.44 - 7.22 (m, 17H, Ar).

13C: 6 55.99, 71.01, 71.65, 71.78, 99.99, 109.79, 112.49, 112.71, 113.98, 116.35, 119.59,
122.78,127.17, 127.24, 127.49, 127.85, 127.90, 127.96, 128.47, 128.54, 128.56, 128.57,
131.60, 135.52,136.89, 137.11, 148.15, 149.71, 150.00, 151.91.

DEPT : § 55.99, 71.01(CHz), 71.64(CHz), 71.77(CHz), 109.78, 112.48, 112.70, 113.97,
119.59, 122.77, 127.17, 127.24, 127.49, 127.85, 127.90, 127.97, 128.54, 128.56, 128.58,
135.52.

LRMS : (79Br) [M+H]* = 607.5 ; (81Br) [M+H]* = 609.5
(79Br) [M+Na]* = 629.5; (81Br) [M+Na]* = 631.5

3-methoxy-4-(methoxymethoxy)benzaldehyde 84
MM : 196.20 g.mol-1

0]
k Formule : C10H1204
o Rf=0.50 (CH2Cl2)

A une solution de vanilline (10.00 g, 65.73 mmol) dans CH2Clz (50 mL) sont lentement
ajouté EtsN (17.83 mL, 131.16 mmol) et du methyloxymethyl chloride (7.52 mL, 98.59
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mmol). L’ensemble est mis sous agitation pendant 3h a TA. La phase organique est
ensuite lavée par H20 (2 x 40mL), une solution saturée en NaCl (1 x 30mL), séchée sur
Na2S0s4 et est évaporée a sec sous pression réduite. Le résidu est purifié par
chromatographie sur colonne avec comme solvant CH2Clz pour donner 84 (10.50 g, Rdt:

81%) sous forme d’une huile incolore.

IR : 813.96, 864.11, 970.19, 1029.99, 1078.21, 1128.36, 1151.50, 1261.45, 1394.53,
1463.97,1504.48, 1587.42, 1680.00, 2829.57.

1H : § 3.53 (s, 3H, 0-CH3), 3.96 (s, 3H, 0-CH3), 5.34 (s, 2H, 0-CH2-0), 7.28 (d, ] = 8.8 Hz,
1H, CH-5), 7.48 - 7.40 (m, 2H, CH-2,6), 9.88 (s, 1H, CHO).

13C: 6 56.06, 56.55,95.03, 109.51, 114.69, 126.47, 131.09, 150.09, 152.01, 191.03.

DEPT : § 56.07, 56.56, 95.03(CHz), 109.50, 114.68, 126.49.

LRMS : [M+H]* = 197.3
[M+Na]* = 219.3

[3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl]methanol 85

~o MM : 198.22 g.mol-1
ko Formule : C10H1404
I
0 Rf=0.41 (CH2ClL2)
OH

La méme procédure décrite pour 59 a été employé avec 84 (8.00 g, 40.77 mmol). Le

composé 85 est obtenu (7.37 g, Rdt : 92,0%) sous forme d’une huile incolore.
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IR : 813.96, 856.39, 918.12, 979.84, 1074.35, 1130.29, 1151.50, 1226.73, 1261.45,
1417.68, 1463.97, 1510.26.

H : § 3.54 (s, 3H, 0-CHs), 3.92 (s, 3H, 0-CHs), 4.66 (s, 2H, C-CH2-0), 5.25 (s, 2H,
0-CH2-0), 6.89 (ddt, ] = 8.0, 1.9, 0.6 Hz, 1H, CH-6), 6.99 (d, J = 2.0 Hz, 1H, CH-2), 7.15 (d,

J =8.2 Hz, 1H, CH-5).

LRMS : [M+Na]* = 221.3

4-allyloxy-3-methoxy-benzaldehyde 86

\L MM :192.21 g.mol1
Formule : C11H1203

0 Rf = 0.63 (CHzCl2)

A une solution de vanilline (5.00 g, 32.86 mmol) dans EtOH (30 mL) sont ajoutés K203
(2.50 g, 18.08 mmol) et du bromure d’allyle (2.99 mL, 34.51 mmol). L'ensemble est
chauffé a 70°C pendant 3h. Une fois a TA, EtOH est évaporé sous pression réduite, le
résidu est repris par CH2Clz2. La phase organique est ensuite lavée par H20 (2 x 30mL),
une solution saturée en NaCl (1 x 25mL), séchée sur Na2SOa4 et est évaporée a sec sous

pression réduite pour donner 86 (6.06 g, Rdt : 95%) sous forme d'une huile incolore.

IR : 808.17, 866.04, 931.62, 993.34, 1134.14, 1263.37, 1386.82, 1462.04, 1504.48,
1583.56, 1674.21.

1H : § 3.88 (s, 3H, 0-CH3), 4.64 (dt, J = 5.5, 1.5 Hz, 2H, 0-CHz-C), 5.43 - 5.24 (m, 2H,

CH2=C), 6.08 - 5.96 (m, 1H, C=CH-C), 6.91 (d, J = 8.7 Hz, 1H, CH-5), 7.40 - 7.32 (m, 2H,
Ar), 9.78 (s, 1H, CHO).
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(4-allyloxy-3-methoxy-phenyl)methanol 87

ﬁ\ MM : 194.23g.mol!
o | Formule : C11H1403
o) Rf =0.40 (CH2Cl2)
OH

La méme procédure décrite pour 59 a été employé avec 86 (2.70 g, 14.05 mmol). Le

composé 87 est obtenu (2.70 g, Rdt : 99,0%) sous forme d'une huile incolore.

IR : 802.39, 854.47, 921.97, 995.27, 1014.56, 1136.07, 1224.80, 1257.59, 1419.61,
1462.04, 1510.26.

1H : § 3.82 (s, 3H, 0-CHs), 4.60 - 4.49 (m, 4H, 0-CHz), 5.37 - 5.18 (m, 2H, CH2=C), 6.08 -
5.95 (m, 1H, C=CH-C), 6.79 (d, ] = 1.1 Hz, 2H, Ar), 6.87 (s, 1H, Ar).

LRMS : [M+Nal* = 217.3

1-allyloxy-4-(bromomethyl)-2-methoxy-benzene 88

ﬁ\ MM : 257.12 g.mol-1

o I Formule : C11H13BrO:z

Br

La méme procédure décrite pour 60 a été employé avec 87 (2.50 g, 12.87 mmol). Le

composé 88 est obtenu (2.75 g, Rdt : 83%) sous forme d’une huile.
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1H : § 3.82 (s, 3H, 0-CHs), 4.43 (s, 2H, CH2-Br), 4.55 (dt, J = 5.4, 1.5 Hz, 2H, 0-CH2-C),
5.39 - 5.17 (m, 2H, CH2=C), 6.08 - 5.92 (m, 1H, C=CH-C), 6.74 (d, ] = 8.7 Hz, 1H, CH-2),
6.94 - 6.81 (m, 2H, Ar).

4-allyloxy-3-methoxy-benzyl-triphenyl-phosphonium bromide 89

ﬁ\ MM : 519.41 g.mol-

o I Formule : C29H28BrO2P

+ -
P Ph;Br

La méme procédure décrite pour 61 a été employé avec 88 (2.70 g, 10.50 mmol). Le

composé 89 est obtenu (4.80 g, Rdt : 88%) sous forme de cristaux beiges, Tf: 192°C.

IR : 688.59, 806.25,941.26,995.27,1018.41,1109.07, 1139.93, 1265.30, 1508.33.

H : 6 3.55 (s, 3H, 0-CH3s), 4.54 (dt, J = 5.7, 1.5 Hz, 2H, O-CH2-C), 5.44 - 5.23 (m, 4H,
CH2=C, CH2-P), 6.12 - 5.96 (m, 1H, C=CH-C), 6.68 - 6.56 (m, 2H, Ar), 6.83 (s, 1H, CH-2),

7.89 - 7.59 (m, 15H, Ar-Ph).

LRMS : [M-Br]* = 439.5
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1-acetyl-4’-allyloxy-3,6-dibenzyl-3’-methoxy-stilbene 90

MM : 520.61 g.mol-!
Formule : C34H3205

Rf = 0.63 (CHzCl2)

>

La méme procédure décrite pour 71 a été employé avec 66 (1.79 g, 4.97 mmol) et 89
(2.84 g, 5.47 mmol). Le composé 90 est obtenu (0.52 g, Rdt: 20%) sous forme de
cristaux beiges, Tf: 108°C.

IR : 731.02, 792.74, 1012.63, 1222.87, 1261.45, 1454.33, 1510.26, 1587.42, 1703.14,
2306.86, 2918.30.

H : 6 2.47 (s, 3H, COCH3), 3.88 (s, 3H, O—CHs), 4.63 (d, J = 5.4 Hz, 2H, O—CH>—C), 5.06
(d, J=17.3 Hz, 4H, O—CH>—Ph), 5.45 — 5.26 (m, 2H, CH>=C), 6.14 — 6.02 (m, 1H, C=CH—-C),
6.78 (d, J =9.0 Hz, 1H, CH-4), 6.83 (d, J = 8.3 Hz, 1H, CH-5"), 6.87 (d, J = 9.0 Hz, 1H, CH-
5), 6.94 (m, 2H, CH-2’, 6°), 7.00 (d, J = 16.5 Hz, 1H, CH-a), 7.07 (d, J/ = 16.5 Hz, 1H, CH-B),
7.46 —7.28 (m, 10H, Ar).

13C: & 32.51, 55.91, 69.88, 71.30, 71.54, 77.23, 109.60, 112.30, 113.29, 114.07, 118.09,
119.63, 119.71, 124.82, 127.16, 127.36, 127.92, 128.54, 128.58, 131.07, 132.77, 133.23,
134.90, 136.87,137.06, 148.08, 148.83, 149.46, 151.23, 205.19.

DEPT : § 32.52, 55.91, 69.88(CHz), 71.30(CHz2), 71.53(CHz), 109.58, 112.30, 113.27,

114.06, 118.10(CH2), 119.63, 119.71, 127.16, 127.36, 127.94, 128.54, 128.59, 133.22,
134.90.
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LRMS : [M+H]* = 521.6
[M+Na]* = 543.6

2-bromo-3-[tert-butyl(diphenyl)silyl]oxy-6-hydroxy-benzaldehyde 94

OH (ID MM : 455.42 g.mol!
Formule : C23H23Br03Si
Br Rf=0.93 (CH2Cl2)

A une solution de 39 (2.85 g, 13.13 mmol) dans CH2Clz (54 mL) sont ajoutés de
I'imidazole (1.34 g, 19.70 mmol) et du TBDPSi Chloride (4.68 mL, 17.73 mmol).
L’ensemble est mis sous agitation pendant 15min a TA. La phase organique est ensuite
lavée par H20 (2 x 40 mL), une solution saturée en NaCl (1 x 35 mL), séchée sur Na2S04
et est évaporée a sec sous pression réduite pour donner 94 (5.42 g, Rdt: 91%) sous

forme d’une huile jaune.

IR : 734.88, 806.25, 894.97, 939.33, 1107.14, 1170.79, 1261.45, 1427.32, 1456.26,
1508.33,1577.77,1651.07, 1699.29, 2856.58.

1H : § 1.08 (s, 9H, C-CHs), 6.43 (d, ] = 9.2 Hz, 1H, CH-5), 6.60 (d, J = 9.2 Hz, 1H, CH-4),
7.70 - 7.28 (m, 10H, Ar), 10.34 (s, 1H, CHO), 11.54 (s, 1H, OH).

13C : 6 19.73, 26.45, 117.12, 117.73, 117.87, 128.03, 128.33, 130.29, 131.88, 135.41,
145.43,157.96, 198.25.

LRMS : (7°Br) [M+H]* = 455.4 ; (81Br) [M+H]* = 457.4
(79Br) [M+Nal* = 477.4 ; (81Br) [M+Na]* = 479.4
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6-benzyloxy-2-bromo-3-[tert-butyl(diphenyl)silyl]oxy-benzaldehyde 95

MM : 545.54 g.mol!
Formule : C30H29Br03Si

Rf = (CH2Cl2)

La méme procédure décrite pour 58 a été employé avec 94 (4.91 g, 10.77 mmol). Le

composé 95 est obtenu (1.18 g, Rdt : 20%) sous forme de cristaux jaunes, Tf: 87°C.

H: § 1.07 (s, 9H, C-CH3), 4.91 (s, 2H, CHz), 6.49 (s, 2H, CH-4, 5), 7.41 - 7.17 (m, 11H, Ar),
7.73 - 7.55 (m, 4H, Ar), 10.39 (s, 1H, CHO).

BC : 6 19.75, 26.43, 71.49, 113.02, 116.43, 123.79, 125.37, 127.14, 128.00, 128.11,
128.63,130.21, 131.98, 135.46, 136.09, 147.15, 154.64, 190.75.

DEPT : 6 26.43, 71.47(CHz), 113.01, 123.78, 127.13, 127.99, 128.10, 128.62, 130.20,
135.45.

LRMS : (79Br) [M+H]* = 545.5 ; (51Br) [M+H]* = 547.5
(79Br) [M+Na]* = 567.5 ; (81Br) [M+Na]* = 569.5

150



2-bromo-6-hydroxy-3-(methoxymethoxy)benzaldehyde 96

HO (I) MM : 261.07 g.mol-!
Formule : CoH9BrO4
Br Rf = 0.73 (CH2Cl2)
o
0
O\

A une solution de 39 (2.00 g, 9.43 mmol) dans de I'acétone (20 mL) sont ajoutés K2COs3
(4.10 g, 29.67 mmol) et du méthoxyméthyl chloride (0.83 mL, 10.98 mmol). L’ensemble
est chauffé a 30°C pendant 2h. Une fois a TA, le mélange réactionnel est filtré sur fritté, le
filtrat est repris par AcOEt. La phase organique est ensuite lavée par H20 (2 x 20 mL),
une solution saturée en NaCl (1 x 15 mL), séchée sur Na2SO4 et est évaporée a sec sous
pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie sur colonne avec comme
solvant CH2Clz/CeéH12 - 9/1 pour donner 96 (1.64 g, Rdt: 67%) sous forme de cristaux
jaunes ; Tf: 50°C.

IR : 526.57, 829.39, 916.19, 1008.77, 1080.14, 1151.50, 1201.65, 1249.87, 1456.26,
1573.91, 1651.07, 2906.73.

1H : § 3.55 (s, 3H, CH3), 5.18 (s, 2H, CHz), 6.92 (d, ] = 9.2 Hz, 1H, CH-5), 7.38 (d, ] = 9.2 Hz,
1H, CH-4), 10.40 (s, 1H, CHO), 11.71 (s, 1H, OH).

13C: 8 56.59,96.44,117.66,117.79,117.80, 126.86, 146.97, 159.19, 198.04,

DEPT : § 56.59, 96.44(CHz), 117.81, 126.87.

LRMS : (7°Br) [M+H]* = 261.0 ; (81Br) [M+H]* = 263.0
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6-benzyloxy-2-bromo-3-(methoxymethoxy)benzaldehyde 97
MM :351.19 g.mol!

Formule : C16H15BrOa

Rf = 0.69 (CH2Cl2)

<Pi) O
|
L.

N
O\

La méme procédure décrite pour 58 a été employé avec 96 (1.32 g, 5.17 mmol). Le

composé 97 est obtenu (1.77 g, Rdt : 96%) sous forme de cristaux jaune-pale, Tf: 74°C.

IR : 696.30, 742.59, 806.25, 852.54, 918.12, 1014.56, 1083.99, 1147.65, 1257.59,
1386.82, 1693.50, 2910.38.

1H : § 3.55 (s, 3H, CHs), 5.17 (s, 2H, 0-CH2-0), 5.21 (s, 2H, CHz2—Ph), 6.98 (d, J = 9.1 Hz,
1H, CH-5), 7.30 (d, ] = 9.2 Hz, 1H, CH-4), 7.47 - 7.33 (m, 5H, Ar), 10.48 (s, 1H, CHO).

BBC : 6 56.52, 71.53, 96.05, 113.38, 115.56, 121.87, 125.34, 127.16, 128.22, 128.72,
135.98, 148.56, 155.72, 190.46.

DEPT : 6 56.52,71.52 (CHz), 96.05 (CH2), 113.37,121.88, 127.16, 128.22, 128.72.

LRMS: (7Br) [M+Na]*=373.0; (81Br) [M+Na]* =375.0
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6-benzyloxy-3-(methoxymethoxy)-2-(2-trimethylsilylethynyl)benzaldehyde 98

MM : 368.50 g.mol!
Formule : C21H2404Si

Rf =0.71 (CH2Cl2)

O O
I
X
(e SI\
3 |
O\

La méme procédure décrite pour 63 a été employé avec 97 (1.77 g, 5.03 mmol). Le

composé 98 est obtenu (1.20 g, Rdt : 65%) sous forme de cristaux ocres, Tf : 58°C.

IR:839.03,962.48,1012.63, 1147.65, 1203.58, 1481.33, 1575.84, 2900.94

1H : § 0.28 (s, 9H, Si-CH3), 3.54 (s, 3H, 0-CH3), 5.17 (d, ] = 8.7 Hz, 4H, CHz), 6.93 (d, / = 9.2
Hz, 1H, CH-5), 7.22 (d, ] = 9.1 Hz, 1H, CH-4), 7.46 - 7.28 (m, 5H, Ar), 10.62 (s, 1H, CHO).

13C : 6 0.00, 0.17, 56.60, 71.45, 96.30, 97.31, 115.17, 123.02, 126.96, 127.20, 128.22,
128.85,136.45, 153.29, 154.85, 190.36.

DEPT : § 56.43, 71.28(CHz), 96.13(CHz), 114.99, 122.86, 127.03, 128.06, 128.68.

LRMS : [M-Si(CH3)3]* = 297.1
[M-(Si(CHs)3+CHs)]* = 279.1
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6-benzyloxy-2-ethynyl-3-(methoxymethoxy)benzaldehyde 99
MM :296.32 g.mol!

Formule : C1sH1604

Rf = 0.56 (CH2Cl2)

La méme procédure décrite pour 65 a été employé avec 98 (2.60 g, 7.06 mmol). Le

composé 99 est obtenu (1.67 g, Rdt : 80%) sous forme de cristaux ocres, Tf : 62°C.

IR : 696.30, 732.95, 812.03, 914.26, 954.76, 1016.49, 1147.65, 1253.73, 1481.33,
1577.77,1695.43, 2902.87.

1H : § 3.46 (s, 3H, CHs), 3.57 (s, 1H, C=CH), 5.09 (s, 2H, CHz), 5.14 (s, 2H, CHz), 6.93 (d, ] =
9.2 Hz, 1H, CH-5), 7.24 (d, J = 9.2 Hz, 1H, CH-4), 7.40 - 7.26 (m, 5H, Ar), 10.55 (s, 1H,

CHO).

13C: 6 56.39,71.33,77.22,87.77,95.81, 114.48, 115.08, 122.16, 127.06, 127.15, 128.20,
128.71, 136.06, 153.61, 155.20, 189.74.

DEPT : § 56.40, 71.33 (CH2), 77.22,95.81 (CH2), 115.07, 122.16, 127.15, 128.20, 128.72.

LRMS : [M+H]* = 297.1
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2-acetyl-6-benzyloxy-3-(methoxymethoxy)benzaldehyde 100

MM : 314.33 g.mol-!
Formule : C1sH180s5

o Rf = 0.39 (CH2Cl2)

La méme procédure décrite pour 66 a été employé avec 99 (1.20 g, 4.05 mmol). Le

composé 100 est obtenu (0.33 g, Rdt : 26%) sous forme de cristaux verts, Tf: 94°C.

IR : 694.37, 736.81, 810.10, 906.54, 997.20, 1047.35, 1253.73, 1672.38, 1699.40,
2906.73.

1H : § 2.44 (s, 3H, COCH3), 3.38 (s, 3H, 0-CHs), 5.02 (s, 2H, CHz), 5.09 (s, 2H, CHz), 6.92
(d,] = 9.2 Hz, 1H, CH-5), 7.38 - 7.24 (m, 6H, Ar), 10.40 (s, 1H, CHO).

13C:631.29,56.28, 71.31, 95.44, 114.30, 122.48, 123.17, 127.34, 128.43, 128.81, 134.12,
135.84, 146.82, 156.15, 189.40, 203.34.

DEPT : & 31.29(CHs), 56.28(CHs), 71.30(CHz), 95.43(CHz), 114.30, 123.17, 127.34,
128.43,128.81.

LRMS : [M+H]* =315.1
[M+Na]*=337.1
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1-acetyl-3,4’-dibenzyl-3’-methoxy-6-methyloxymethoxy-stilbene 101

MM : 524.60 g.mol!

Formule : C33H3206

o_ ©O
3
O\

La méme procédure décrite pour 71 a été employé avec 100 (0.25 g, 0.80 mmol) et 61
(0.59 g, 1.04 mmol). Le composé 101 est obtenu (0.13 g, Rdt: 30%) sous forme de

cristaux créemes.

1H : § 2.39 (s, 3H, COCH3), 3.40 (s, 3H, 0-CHs), 3.82 (s, 3H; 0-CH3), 5.01 (s, 2H, CHz), 5.04
(s, 2H, CHz), 5.09 (s, 2H, CHz), 6.76 (d, J=8.3, 1H, CH-5"), 6.85 - 6.79 (m, 2H, CH-4, 6",
6.87 (d, J=1.9, 1H, CH-2"), 6.91 (d, J = 9.0 Hz, 1H, CH-5), 6.94 (s, 2H, Ar), 7.38 - 7.20 (m,
10H, Ar).

13C : § 32.50, 55.98, 56.20, 71.00, 71.43, 95.48, 109.75, 113.89, 114.06, 114.67, 119.64,
119.72, 124.51, 127.23, 127.32, 127.86, 127.94, 128.54, 128.56, 131.19, 133.15, 134.82,

136.99,137.04, 147.08, 148.24, 149.68, 151.78, 205.03.

DEPT : § 32.50, 55.98, 56.21, 70.99 (CHz), 71.43 (CHz), 95.48 (CHz), 109.74, 113.88,
114.05,114.67, 119.64, 119.72, 127.23, 127.33, 127.86, 127.95, 128.55, 128.57, 134.83.
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1-acetyl-3,4’-dibenzyl-6-hydroxyl-3’-methoxy-stilbene 102

MM : 480.55 g.mol!

Formule : C31H2805

A une solution de 101 (0.11 g, 0.21 mmol) dans un mélange de MeOH (2.2mL) et de
CH3CN (2.2 mL) est ajouté HCl 3.7% (0.44 mL + 0.44 mL a t+3h). L'ensemble est chauffé
au reflux du MeOH pendant 6h. Une fois a TA, le solvant est évaporé sous pression
réduite, le précipité obtenu est filtré sur fritté. Les Cristaux sont lavés par H20. Pour bien
les sécher, les cristaux sont solubilisés par CH2Clz et la phase organique est ensuite lavée
par Hz20, une solution saturée en NaCl, séchée sur Na2S04 et est évaporée a sec sous

pression réduite pour donner 102 (0.08 g, Rdt : 80%) sous forme de cristaux.

1H : § 2.36 (s, 3H, COCHs), 3.84 (s, 3H, 0-CH3), 4.97 (s, 2H, CHz), 5.12 (s, 2H, CHz), 6.37
(d,] = 16.2 Hz, 1H, CH-B), 6.83 - 6.76 (m, 2H, CH-4, 5"), 6.88 (dd, ] = 8.3, 1.9 Hz, 1H, CH-
6), 6.94 (d, ] = 1.8 Hz, 1H, CH-2"), 7.00 (d, ] = 9.0 Hz, 1H, CH-5), 7.40 - 7.20 (m, 11H, Ar),
10.21 (s, 1H, OH).

13C: 6 30.88, 54.43, 69.40, 70.64, 108.04, 112.27,115.18, 118.43, 119.15, 120.31, 121.17,
125.65, 125.83, 126.36, 126.42, 126.96, 127.03, 128.20, 128.99, 135.33, 135.41, 135.91,

147.09, 147.93, 148.23, 152.25, 205.44.

DEPT : § 31.43, 54.98, 69.95(CHz), 71.19(CHz2), 108.58, 112.81, 115.74, 118.98, 119.69,
120.86, 126.20, 126.38, 126.91, 126.98, 127.52, 127.58, 136.46.
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1-acetyl-3,4’-dibenzyl-3’-methoxy-6-3-D-acetoglucose-stilbene 103

MM : 810.84 g.mol!

Formule : C45H46014

La méme procédure décrite pour 78 a été employé avec 102 (0.08 g, 0.17 mmol)
conduisant a la formation de 103. Les cristaux beiges obtenus sont engendrés dans la

suite des étapes sans purifications supplémentaires.

1-acetyl-3,4’-dibenzyl-3’-methoxy-6-3-D-glucose-stilbene 104

MM : 642.69 g.mol-!

Formule : C37H38010

La méme procédure décrite pour 79 a été employé avec 103 (0.07 g, 0.08 mmol). Le

composé 104 est obtenu (0.05 g, Rdt : 80%) sous forme de cristaux blancs.
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1H (DMSO-ds) : § 1.97 (s, 3H, COCH3), 3.35 - 3.21 (m, 4H, CH-2”, 3”, 4”, 5”), 3.56 - 3.46
(m, 1H, CH2-6"), 3.81 - 3.72 (m, 1H, CH2-6"), 3.85 (s, 3H, 0-CHz), 4.63 (t, J=5.5, 1H, OH-
6"), 4.86 (d, J=7.6, 1H, OH), 5.09 (d, /=5.0, 1H, OH), 5.18 - 5.11 (m, 3H, CHz, OH), 5.23 (s,
2H, CHz2), 5.33 (d, J=5.6, 1H, CH-1"), 7.20 - 6.89 (m, 7H, Ar), 7.59 - 7.36 (m, 10H, Ar),

1-acetyl-3,4’-dihydroxyl-3’-methoxy-6-3-D-glucose-dihydrostilbene 17

O OH MM : 464.46 g.mol!
OH o~ Formule : C23H28010

La méme procédure décrite pour 80 a été employé avec 104 (0.05 g, 0.07 mmol). Le

composé 17 est obtenu (0.03 g, Rdt: 90,0%) sous forme de cristaux blancs ; Tf: 116°C.

IR : 804.32, 862.18, 1028.06, 1070.49, 1124.50, 1153.43, 1246.02, 1354.03, 1514.12,
1604.77,1681.93, 1687.71, 3309.85.

LRMS : [M+Nal* = 487.2
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Titre de la thése :

Syntheése totale et évaluation biologique d’un inhibiteur d’origine naturelle de la
kinase DYRK1A.

Résumé : Les travaux de la thése se sont articulés autour de la synthése totale d’'un composé
naturel isolé a partir de la plante Scorzoneraradiata, la RCZ. Lors d’'un criblage sur un panel de
kinases, dont la kinase DYRK1A, les résultats ont montré la trés grande sélectivité de ce composé
avec une action d’inhibition sur DYRK1A (ICso = 220 nM). De nombreuses études disponibles
dans la littérature ont établi le lien entre la dérégulation de la protéine DYRK1A avec le
syndrome de Down (trisomie 21) et certaines maladies neurodégénératives tel que la maladie
d’Alzheimer. En vue de l'obtention de ce composé prometteur présentant un squelette
dihydrostilbéne porteur d'une fonction cétone et d'un groupement osidique. Trois voies
d’approche ont été successivement mises en ceuvre. Le groupement cétone est construit par le
biais d'une réaction de Sonogashira suivit par une hydratation en présence d'un sel mercurique.
La réaction de Wittig permet I'assemblage du squelette stilbene. Lors de la premiére approche,
un isomeére de position du composé final avec un pouvoir inhibiteur divisé par dix par rapport a
RCZ a été obtenu. L'utilisation de différents groupements protecteurs a permis I'obtention du
composé final RCZ en seulement 15 étapes. Ce travail ouvre de nouvelles perspectives dans le
développement d’analogues par des pharmacomodulations en se basant sur les informations
fournies par le co-cristal de RCZ avec la protéine DYRK2.

Mots clefs : Kinase, DYRK1A, compose naturel, dihydrostilbéne, trisomie 21, Alzheimer

Title :

Total synthesis and biological evaluation of natural inhibitor of DYRK1A Kkinase.

Summary : This thesis focuses on the synthesis of RCZ, a natural compound isolated from the
plant Scorzonera radiata. During a high-throughput screening, this compound has demonstrated,
on a large panel of kinases, a high and unusual degree of selectivity against the kinase DYRK1A.
On a structural point of view, the compound is a glycosylated dihydrostlibene, which also bears
two phenols and an acetyl group. Recently, a link between the deregulation of the kinase
DYRK1A with Down syndrom and some neurodegenerative diseases such as Alzheimer disease
has been established. In order to perform the synthesis of this compound, three approaches
were undertaken. In these approaches, the acetyl group was built through a Sonogashira
coupling followed by a mercury salt catalyzed hydration of the acetylenic group. Also, the
stilbene scaffold was always obtained by Wittig condensdation. In the first approach, an isomer
was obtained with approximately a ten times less potent inhibitory activity against DYRK1A
than RCZ. By the use of different protective groups the final compound RCZ was successfully
obtained. In conclusion, a total and efficient synthesis of RCZ has been constructed in 15 steps.
This work opens future perspective in the design of new inhibitors based on the determination
of the crystal structure of the RCZ-DYRK2 complex.

Keywords : Kinase, DYRK1A, natural compound,dihydrostilbene, Down syndrome, Alzheimer
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