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ABREVIATIONS

abTYR Tyrosinase de champignon Agaricus bisporus

AKU Alkaptonuria

BQA Acide acétique benzoquinone

CO Catéchol oxidase

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundéc-7-éne

DCC Dicyclohexylcarbodiimide

DDQ 2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone

DMAP 4-Diméthylaminopyridine

DMF Diméthylformamide

DMSO Diméthylsulfoxide

DTIC Darcabazine

EDDA Diacétate éthylénediamine

EGF Facteur de croissance épidermique

EtOAc Acétate d’éthyle

FDA Agence américaine des produits alimentaires et
médicamenteux

Hc Hémocyanine

HI Hémiindigo

HMTA Hexaméthylénetétramine

HOPNO 2-hydroxypyridine-N-oxide

HPLC Chromatographie en phase liquide a haute performance

HQ Hydroquinone

hsTRP1 Tyrosinase-related protein 1

hsTRP2 Tyrosinase-related protein 2

hsTYR Tyrosinase Humaine

HTI Hémithioindigo

LB Body Lewy = Corps de Lewy

L-DOPA L-3,4-dihydroxyphénylalanine

LRO Lysosome-related organites



MBC Concentration bactericide minimal

MIC Concentration minimale inhibitrice
NBS N-Bromosuccinimide

NM Neuromélanine

paTYR Tyrosinase de champignon polyporus arcularius
PD Maladie de Parkinson

PDT Thérapie photodynamiques

PET Transfert d’électron photoinduit
PHTI Pyrrole Hémithioindigo

PPO Polyphénol oxidase

PTU N-Phénylthiourée

RAS Relation structure activité

RNS Especes reactives de I'azote

ROS Especes réactives de I'oxygene

SAR Staphylococcus aureus

satyr Tyrosinase de bactérie

SNpc Substance noire par compacta

N Spodoptera frugiperda

TFA Acide trifluoroacétique

TLC Chromatographie sur couche mince

uv Ultraviolet
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CHAPITRE I : Introduction

I. D’Hippocrate a la pharmacologie moderne

La pharmacologie a vu le jour durant I'’Antiquité, développée par Hippocrate de Cos,
fondateur de la premiére école de médecine, et qui a révolutionné la médecine de la Grece
Antique. Il fGt le premier a dissocier la médecine d’autres disciplines comme la
philosophie ou les croyances religieuses. En effet, dans son livre Sur la maladie sacrée,
Hippocrate inaugure la conception des quatre éléments : I'eau, I'air, le feu et la terre. Par
principe de symétrie, Polibe (son gendre) inaugure dans la Nature de 'homme la théorie
des quatre humeurs cardinales! : sang, phlegme, bile jaune, bile noir. De cette théorie
découle I'hypothese selon laquelle une maladie n’est pas un chatiment mais plutot le
résultat de facteurs environnementauy, liés aux modes de vies. La théorie humorale réunit
la santé de 'ame tout comme celle du corps dans I'équilibre des humeurs. Les humeurs
sont associées aux quatre éléments qui sont eux-mémes caractérisés par leurs propres
qualités.

On retrouve dans les écrits d’'Hippocrate les premieres observations du concept de
relation dose/effets? qui n’apparaissent qu’au-dela d’un certain seuil. Il faudra attendre
plus d’'un millénaire au XVIe siecle, pour que ce concept? soit repris par le médecin
alchimiste suisse Paracelse, aujourd’hui considéré comme le pere de la toxicologie3. Ce
dernier comprit qu’il était possible d’extraire* et de concentrer des principes actifs
d’origines végétales dans le but de les rendre plus efficaces/toxiques, ce qui donna
naissance a la relation entre substances chimiques et effets biologiques. Ces concepts sont
restés au centre du principe de la toxicologie jusqu’a nos jours. De plus, ils nous ont permis
d’établir une toxicologie réglementaire, pour définir une marge de sécurité pour tous les
médicaments connus.

Ces connaissances entre l'action médicamenteuse et l'action toxique que les Grecs
désignaient déja par pharmacon> dans les temps anciens ce sont accrues avec la
découverte de multiples effets secondaires indésirables, qui a contribué au
développement de la pharmacologie moderne. Ce concept regroupe le développement
scientifique de plusieurs disciplines : la chimie, la biologie et la physiopathologie qui

s’articulent pour une meilleure compréhension des effets d'un médicament.
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II. La Pharmacologie clinique

La pharmacologie® est le résultat de I'étude de l'interaction d’'un médicament avec un
organisme, permettant de mieux comprendre leurs mécanismes et modes d’action ainsi
que leur devenir dans l'organisme. Cette discipline scientifique telle que nous la
connaissons aujourd’hui n’est possible qu’a partir du XVIIIe siecle, lorsque les
médicaments peuvent étre purifiés’. C’est lors de cette période que les bases de la chimie
analytique sont introduites. Friedrich Wilhelm Adam Sertiirner, un pharmacien allemand
considéré comme l'un des peres fondateurs de la pharmacologie, isole le premier
alcaloide cristallisé a partir d’extrait d’opium en 18052. C’est par les effets observés apres
expérimentation sur son chien que Friedrich découvre les effets hypnotiques de cet
alcaloide que l'on utilise encore aujourd’hui, appelé morphium ou morphine pour ses
effets qui rappellent le dieu des songes de la Gréce antique, Morphée. C’est apres, durant
la premiére moitié du XIXe siécle, que la pharmacologie connait son plus grand tournant,
notamment a travers les travaux de Francgois Magendie (1809) sur l'utilisation de
strychnine extrait de Strychnos nux-vomica, connu pour étre un stimulant du systeme
nerveux central, qui lui permettra de démontrer que la moelle épiniére est le siege de la
transmission d’informations nerveuses. Des dizaines d’années plus tard, Claude Bernard
(1842) découvre que le curare agit sur les jonctions neuromusculaires, entrainant une
paralysie ainsi qu'une baisse du tonus musculaire. Ce n’est qu'en 1847 que la premiere
chaire universitaire de pharmacologie est créée a 'université de Dorpat en Estonie. Cette
initiative est suivie en 1890 par les Etats-Unis, et permettra 30 ans plus tard, en 192678
la premiere préparation d’insuline cristalline par Banting et Best, purifiée par le
biochimiste J. B. Collip. L’insuline est testée pour la premiere fois en 1922 sur Léonard
Thompson, un adolescent de 14 ans et est commercialisée la méme année. L’accélération
du développement de la pharmacologie clinique a eu lieu durant les années 50 et 60, ou
de nouveaux médicaments ont vu le jour. Cette explosion a nécessité une compréhension
plus approfondie de 'action de la drogue, de I'efficacité thérapeutique et de la sécurité
chez ’homme?. Les enjeux liés aux médicaments sont a la fois scientifiques, économiques
et de santé publique. Le développement et la mise sur le marché de nouveaux principes
actifs a ainsi mené a I'élaboration d'un cahier des charges strict qui integre I'étude des

mécanismes d’actions et des effets du médicaments sur I'organisme. Cette enquéte est
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basée sur des preuves scientifiques axées autour de plusieurs points de contrdle de la
pharmacologie moderne répartis dans 4 phases distinctes. Les essais de phase 1
concernent I'administration d’'un médicament avec I'objectif de déterminer la tolérance et
la dose du médicament. Cette dose est confirmée durant la phase 2 qui constitue I'étude
préliminaire de l'activité clinique du médicament; sa durée va dépendre du type de
médicament et de la pathologie sélectionnée mais également du nombre de malades.
Enfin la phase 3 (qui dure environ 4 ans) mene a des essais comparatifs avec d’autres
traitements qui vont étre effectués pour déterminer l'efficacité des nouveaux composés.
La phase 4 se déroule apres I'autorisation de mise sur le marché, ou les médicaments vont

faire I'objet d’un suivi strict de pharmacovigilance a long terme.

La finalit¢é d’une étude pharmacologique est d’utiliser un médicament dans le but
d’obtenir un bénéfice/risque favorable pour le malade, de déterminer la bonne
dose/posologie a administrer pendant la bonne durée du traitement pour maximiser les
effets thérapeutiques et minimiser les effets indésirables. Le développement et 'étude des
effets d'un médicament chez ’homme demandent la connaissance spécifique d'une cible
(récepteur membranaire, canal, enzyme, transporteur). Par conséquent, il est nécessaire
d’étudier les processus responsables du déclenchement/développement d’'une maladie

donnée, en étudiant dans leur ensemble les parties du corps concernées.

II1. Pharmacologie de la peau

La peau est composée de trois couches : la couche supérieure appelée épiderme, le derme,
sous I'épiderme (plus épais), qui abrite les vaisseaux sanguins/lymphatiques, les glandes
sudoripares et les fibres nerveuses et enfin ’hypoderme, composé de tissus adipeux. En
tant qu’organe le plus extérieur du corps, la peau est dotée de multiples fonctions telles
que la protection, la sécrétion, 'absorption et la thermorégulation. Ces fonctions sont
essentielles tout au long de la vie. D’un individu a l'autre la diversité de la peau est
marquée par les différences de couleur, qui constituent le trait phénotypique le plus
visible chez ’homme résultant d'une variabilité de la pigmentation constitutive. La base

génétique et I'évolution de ce trait polygénique n’ont pas encore été complétement
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élucidés. Les preuves actuelles suggerent que la variation observée de ce caractere au sein

des populations et entre elles a été fagonnée par la sélection naturelle?0.

La production de pigments de mélanines épidermiques produits par les mélanocytes est
responsable la couleur de la peaull. Parfois des lésions mélanocytaires peuvent se
produire a la suite de dommages dans I’ADN. Ces dommages constituent une menace
sérieuse et peuvent favoriser le développement de cancers. Les 1ésions mélanocytaires
peuvent expliquer le risque plus élevé d'une peau plus claire de développer un cancer de

la peau pour les raisons évoquées plus haut!l.

Le cancer de la peau regroupe le mélanome et les cancers non mélaniques (NMSC).
L’incidence estimée du mélanome diagnostiqué en 2016 est a la hausse et représente
4,5% de tous les nouveaux cas de cancer avec une augmentation de 0,6% chez les plus de
50 ans. L’incidence du mélanome peut étre encore plus élevée que celle indiquée, car
certains pays ont signalé une sous-estimation de son incidence. D’autre part, les NMSC
représentent une incidence 18 a 20 fois plus élevée que le mélanome chez les populations
de type Caucasienne. Ces cancers regroupent, par exemple, la maladie de Bowen, le
carcinome basocellulaire ou le carcinome épidermoide. Ce type de cancer, bien que
faiblement mortel, reste trés couteux : en effet les cancers non mélaniques provoquent
des dépenses annuelles allant jusqu’a 511 millions de dollars en Australie (2010) ou 650

millions de dollars aux Etats-Unis (2001)19.

L’augmentation des cancers de la peau est associée a plusieurs facteurs, mais dépend
fortement d’'une exposition prolongée aux rayons UVs. Certaines études suggerent aussi
I'implication d’'un genre particulier de papillomavirus (HPV) dans la pathogénese du
NMSC appelé B-HPV dont I'association avec le NMSC a été génétiquement déterminée chez

certains patients, mais son role reste jusqu’ici peu étudié1®.
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IV. Processus biologique de la mélanogénese

1. Lamélanogénese

L’épiderme est constitué de kératinocytes et de mélanocytes en plus faible quantité
(Figure 1). Ces cellules sont le lieu de formation de pigments appelés mélanines, qui
définissent la couleur de la peau, des cheveux et des yeux, parmi d’autres pigments comme
I’'hémoglobine et les caroténoides. La mélanine représente le pigment prédominant : elle
procure a la peau non seulement sa couleur mais également une photoprotection contre
les rayonnements ionisants puisqu’elle est présente sur toute la surface du corps. La
mélanine est aussi impliquée dans le développement du systéme nerveux optique et
régule la fonction rétinienne. Sa concentration et sa couleur vont dépendre du type de
mélanine présent dans la peau. Il existe deux types de mélanines cutanées qui se
présentent sous forme de biopolymeres, I'eumélanine brune et noire et la phéomélanine
jaune et rouge. La synthese de mélanine dans les mélanocytes épidermiques, oculaires et
dans les épithéliums pigmentaires de la rétine se produit dans des mélanosomes selon un

processus nommé mélanogenesel2.

Sun rays
— Areas of
/ depigmented
Melanin skin
Melanocyte /
,5 — Disappearance
Epidermis - - ‘ / of melanocytes
- ~——Sun burn
Dermis W
Hypodermis -
Muscle layer

Figure 1 : Représentation des différentes couches de la peau ainsi que des organites qui la constituent

Les mélanosomes murissent a I'intérieur des mélanocytes qui sont des cellules de grande
taille situées dans la couche basale de I'épiderme ou dans la partie inférieure des follicules
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pileux. La maturation des mélanosomes se déroule a travers quatre stades
morphologiquement distincts. Les deux premieres étapes constituent les étapes
majeures!213 de formation des prémélanosomes de stade I et II, permettant d’obtenir des
organites immatures non pigmentés. Ces premiers stades sont caractérisés par la
formation des fibrilles protéiniques intraluminales achevée dans les prémélanosomes
ellipsoidaux de stade II. La formation de mélanine commence lorsque les stries fibreuses
sont completement formées au stade Il et permettent a la mélanine de bourgeonner en se
déposant le long des fibrilles. Le bourgeonnement entraine un épaississement et le
noircissement des fibrilles qui viennent terminer le stade III et IV lorsque toute la
structure interne des mélanosomes est masquée. Les mélanosomes de stade IV sont
ensuite transloqués le long des microtubules grace a des protéines, vers les pointes
dendritiques riches en filaments d’actine puis adressés aux kératinocytes voisins des
couches supérieures de I'épiderme. Cette association entre les mélanocytes et les
kératinocytes constitue « une unité épidermique de mélanisation!3 » (Figure 2). Les
mélanosomes ont d’abord été imaginés comme étant issus du réticulum endoplasmique,
or plusieurs travaux prouvent que leur origine est en réalité endosomalel3 14, Ils
appartiennent a une classe d’organites associée aux lysosomes (LRO pour lysosome
related organelles), avec qui ils partagent certaines caractéristiques comme les protéines
lysosomales, leur pH acide et leur accessibilité par la voie d’endocytose. Les lysosomes et
les mélanosomes remplissent des fonctions distinctes mais proviennent tous les deux de
I'appareil de Golgi. La différenciation entre lysosome et prémélanosome de stade II est
notamment due a des protéines transmembranaires appelée Pmell713 qui permettent au
prémélanosome d’adopter une forme ellipsoidale en ballon de rugby et ainsi de

différencier les deux organites.
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Figure 2 : Fonctionnement du mélanocyte - transport des mélanosomes a travers les dendrites

La maturation des prémélanosomes de stades II et III est assurée par trois enzymes
principales de la mélanogénese qui ont été identifiées : la tyrosinase, et les tyrosinases
related proteins 1 et 2 (hsTYRP1 & hsTYRP2). Ces enzymes sont produites par I'appareil
de Golgi puis adressées aux prémélanosomes par des intermédiaires endosomaux en
cours de maturation!3. La tyrosinase est l'enzyme limitante impliquée dans la
mélanogenese, c’est elle qui assure les premiéres étapes de la biosynthese de la mélanine.
Au cours de cette biosynthese, les phéomélanines et les eumélanines sont synthétisées via
deux voies biochimiques distinctes (Schéma 1). Si les produits de synthese sont
différents, les deux processus émanent du méme substrat qu’est la L-tyrosine, oxydée en
L-DOPA puis en DOPAquinone par la tyrosinase sous un contréle génétique complexe. Les
protéines apparentées hsTYRP1 et hsTYRP2 sont non seulement importantes dans cette
biosynthése mais semblent également étre impliquées dans le maintien de la stabilité de
la tyrosinase a la membrane mélanosomalel>. D’autre part, ces trois enzymes sont
impliquées dans des stades avancés de la synthése de 'eumélanine. La formation de ce
pigment est d’abord assurée par la cyclisation de la dopaquinone en leucoDOPAquinone
qui est un intermédiaire de type indole, puis par une succession d’oxydations menant a
d’autres dérivés de la méme famille a lieu, suivie par des polymérisations formant les
eumélanines1516, La phéomélanogeneése a quant a elle lieu en présence de substrats
présentant des thiols comme c’est le cas pour les cystéines ou le glutathion ; elle est initiée
par la condensation de la DOPAquinone avec une cystéine pour former la 5-S-

cystéinylDOPA. Ce dernier intermédiaire est ensuite oxydé par plusieurs étapes
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complexes qui peuvent impliquer des réactions dépendantes de la tyrosinase ou non-

enzymatiques pour former la phéomélanine?s.
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Schéma 1 : Biosynthése de I'eumélanine et de phéomélaninel617

Certains intermédiaires de cette biosynthese peuvent présenter un risque élevé pour
I'organisme, en raison de la formation de quinones réactives qui sont susceptibles
d’'interférer avec des protéines et des acides nucléiques cellulaires. La séparation
naturelle de ces especes réactives par la compartimentation dans les mélanosomes
constitue alors un élément de sécurité essentiel, jusqu’a la libération de la mélanine dans

I'épidermel819, La mélanine est un pigment produit par les mélanocytes. Ce polymeére qui
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définit précisément la couleur de notre peau et de nos cheveux possédent d’autres
propriétés20.21 protectrices. Son fort pouvoir absorbant confere a la peau une protection
contre les rayonnements UV : en effet une exposition prolongée au soleil stimule la
production de mélanine dans les mélanocytes. Cette surproduction se manifeste
naturellement par notre bronzage dans les mélanocytes normaux qui excretent les
pigments jusqu’au kératinocytes dans I’épiderme. En outre, ce pigment posséde des

propriétés antioxydantes lui permettant de neutraliser les dérivés réactifs de I'oxygene.

2. La neuromélanine

Un autre type de mélanine existe, et fait I'objet de nombreuses recherches depuis 1930.
Elle est présente uniquement dans le cerveau humain, dans la substance noire de
Sommering, qui doit sa couleur au pigment qui compose son noyau, appelé
neuromélanine (NM). Elle est également présente dans les neurones noradrénergiques
du locus coeruleus qui est un noyau sous cortical du cerveau situé au niveau du tronc
cérébral. Contrairement a la mélanine cutanée, celle-ci ne provient pas de 'activité des
mélanocytes. Cependant, elle partage des propriétés semblables, comme sa production a
partir de la L-tyrosine et sa structure macroscopique sous forme de granules pigmentés
noirs et bruns insolubles. Elle est aussi présente dans des especes phylogénétiquement
proches de 'homme, comme le chimpanzé, le gibbon, le babouin mais aussi chez des
especes plus éloignées, comme les chevaux et les moutons?2. Le processus de biosynthese
de la NM est encore flou et fait a I'heure actuelle I'objet de controverses. Elle est composée
d’eumélanines et de phéomélanines, mais aussi de certains lipides et peptides liés de
maniere covalente. Sa composition pourrait résulter de la formation de dopaminequinone
par oxydation de la dopamine. Ce dérivé est alors transformé a travers deux voies
distinctes : la formation de dopaminechrome mene a I’eumélanine (encadré rouge) ; alors
que la réaction avec des résidus de type cystéine produit des benzothiazines, dont la
polymérisation méne a la phéomélanine (encadré vert)?2-24 (Schéma 2). Plusieurs
observations ont été rapportées qui installent I’hypothese d’'un réle de la tyrosinase
humaine, comme la présence de petites quantités d’ARNm codant2> pour cette enzyme

dans le systéeme nerveux. Mais par ailleurs l'absence de détection de l'activité
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enzymatique correspondante dans le cerveau humain jette le doute sur cette théorie.
D’autres pistes incluant I'intervention de diverses enzymes comme des lipoxygénases, la
monoamine oxydase, la prostaglandine H synthase ou la xanthine oxydase pourraient
expliquer 'oxydation de dopamine en dopaminequinone. Mais l'intervention de telles
enzymes n’'a pas été clairement démontrée. En revanche, la possibilité d'une auto-
oxydation des catéchols en quinone avec 'ajout ultérieur de thiol pourrait étre envisagée
puisqu’il a été déja été montré que de telles réactions pouvaient avoir lieu dans le

cerveau?e,
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Schéma 2 : Biosynthése hypothétique de la neuromélanine’8-80

A travers sa composition chimique, la NM semble avoir un double réle : une capacité
protectrice apportée par ses propriétés anti-oxydantes, mais également une capacité de
piégeage des espéces nocives pour le systéme nerveux tels que les métaux et certains

intermédiaires comme les quinones réactives. Ces avantages permettraient aux neurones
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catécholaminergiques d’évoluer dans un environnement «sain», puisqu’ils sont
particulierement exposés au stress oxydant ainsi qu’a de fortes concentrations en fer.
D’autre part, 'accumulation de NM et de fortes concentrations de fer pourraient causer
une production de ROS et RNS, provoquant une dégénération des neurones
dopaminergiques. De plus, 'accumulation de NM conduirait a une libération de celle-ci
dans le milieu extracellulaire a cause des neurones mourant, accompagnée d’une réponse
inflammatoire guidée par les cellules microglies. Ces cellules vont phagocyter la NM et en
réponse libérer des médiateurs neurotoxiques tels que le facteur de nécrose tumorale
(TNF-a), de I'oxyde nitrique, l'interleukine 6 ainsi que le superoxyde et le peroxyde
d’hydrogene. Ces médiateurs vont ainsi favoriser la perte des neurones dopaminergiques,
qui vont eux-mémes libérer plus de NM, induisant a nouveau l'activation des cellules
microglies et pourrait étre liée a la pathogénese de la maladie de Parkinson, qui semble

étre une des conséquences de ce processus complexe??.

V. Désordres liés a la mélanogenese

1. Maladie de Parkinson

La pathogénese de la maladie de Parkinson (MP) semble étre liée a deux caractéristiques
importantes. D’une part, I'accumulation de neuromélanine dans la substance noire pars
compacta (SNpc), source principale de NM dans le cerveau humain, est responsable des
symptdomes moteurs (mouvement musculaire) qui perturbent la signalisation nigro-
striatiale. Ces symptomes moteurs représentent le point cardinal de la maladie de
Parkinson. A linverse, les symptomes non moteurs pourraient eux résulter de
perturbations d’autres voies de neurotransmetteurs tels que les cholinergiques, les
sérotoninergiques ou les GABA-ergiques28. De plus, la protéine a-synucléine, dont la
fonction exacte reste encore inconnue,?8 est exprimée de maniére anormale dans le
cerveau et d’autres tissus des patients atteints de MP, et pourrait étre neurotoxique. Cette
protéine serait contenue en grande partie dans les corps de Lewy?2? (LB), des corps
d’'inclusion intracytoplasmiques dont les précurseurs, les corps pales, seraient

étroitement liés a la NM. Cette cohabitation expliquerait le piégeage de la protéine avec la
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NM dans les stades précoces de la maladie. La cytotoxicité de I'a-synucléine semble étre
impliquée dans plusieurs mécanismes différents, notamment dans le stockage et la
libération de dopamine dans les terminaisons nerveuses ; elle favoriserait la formation de
ROS par interaction directe ou indirecte. Certaines études ont montré que la présence de
ROS favoriserait la production et I’agrégation d’a-synucléine menant a une relation entre
I'a-synucléine et le stress oxydant?® pouvant conduire a la perte de neurones
dopaminergiques. Cette accumulation d’a-synucléine associée a la libération du contenu
des lysosomes dans le cytoplasme pourrait également conduire dans des conditions
pathologiques a réagir avec la tyrosinase, induisant des modifications de I'a-synucléine
qui altérent ses fonctions physiologiques. Ainsi, cela pourrait fortement compromettre le
métabolisme de régulation du niveau de production, de stockage et de libération de

dopamine dans le cytoplasme, conduisant a des dommages neuronaux?8.

Le cancer et la maladie de Parkinson sont considérés comme deux maladies
fondamentalement distinctes. Cependant, de nombreux épidémiologistes ont rapporté
une co-occurrence importante, avec un risque de développement de mélanome pouvant
étre multiplié par 2 a 6 chez les patients atteints de MP. Plusieurs protéines communes
ont été identifiées chez les patients atteints de mélanome et de la maladie de Parkinson,
tels que les protéines Parkin, LRRK2, DK-1. Plusieurs études ont rapporté que l'a-
synucléine était fortement exprimée dans les lignées cellulaires de mélanome, suggérant
qu’elle pourrait jouer un role dans la pathogénése du mélanome mais aussi entrainer une
augmentation de la MP chez les patients atteints, confirmant le lien étroit entre mélanome

et la maladie de Parkinson30.

2. Hyperpigmentation & utilisation cosmétique

Les hyperpigmentations se produisent largement dans la population mondiale, et sont
souvent liés a une activation mélanocytaire caractérisée par une prolifération en grande
quantité des mélanocytes. Cette surproduction mene a une augmentation considérable de
meélanine biosynthétisée, conduisant a la formation de dyschromies régionales telles que

le mélasma qui se manifeste sous la forme de 1ésions symétriques sur le visage, et qui est
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principalement observé chez les femmes disposant d'une peau foncée. Il provoque
également une sensibilité au soleil puisque les rayons UV peuvent participer a son
développement. L’hyperpigmentation post-inflammatoire est une réponse inflammatoire
probablement due a une surexposition aux UV, et se manifestant par un événement
inflammatoire aigu que I'on connait sous le nom de « coup de soleil ». Le lentigo solaire,
aussi appelé lentigines, correspond a des taches de vieillesse, d’aspect sombre. Il est
également di a une surexposition aux UV et apparait en particulier sur les mains, le visage
et les bras31. L’érythromélanome folliculaire faciei et colli, plus rare, caractérisé par des
taches brunes rougeatres bien délimitées dans des zones pré-auriculaires et maxillaires,
fait partie des maladies dont I’étiologie est encore inconnue3?, tout comme I'érythéme
dyschromique persistant, caractérisé par le développement de macule bleu gris, plus
fréquent chez les personnes a la peau foncée. Enfin, il existe le naevus mélanocytaire, qui
se manifeste a cause d’'une prolifération mélanocytaire bénigne, pouvant parfois étre

confondu avec le mélanome malin, qui possede une structure symétrique33.

Il existe également des troubles liés a la dépigmentation, tel que le vitiligo, caractérisé par
la perte de mélanocytes fonctionnels. De nombreux mécanismes ont été proposés pour la
destruction des mélanocytes incluant des facteurs génétiques, une réponse auto-immune,
du stress oxydant, des médiateurs inflammatoires ou des mécanismes liés au

détachement des mélanocytes.

De maniere générale, ces troubles souvent bénins causent d’'importants problemes de
santé et peuvent aller jusqu’a la défiguration en touchant notamment I'esthétique du
visage. Par conséquent, ils affectent considérablement la qualité de vie des patients par
un fort impact psychologique négatif34, d’'ou l'urgence de développer de nouveaux

traitements.

Au-dela de I'aspect thérapeutique du traitement des hyperpigmentations, le blanchiment
de la peau est une pratique cosmétique courante dans certains groupes ethniques, en
particulier en Asie, en Afrique et au Moyen-Orient. Un teint plus clair est souvent associé
a la beauté et a la santé, tandis que les peaux foncées sont assimilées a des conditions de
vies sociales inférieures. Plusieurs exemples soulignent ce contraste, notamment dans les
cultures asiatiques, ou avoir la peau blanche était considéré comme synonyme de vertu et
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de beauté. En effet, la premiere dynastie coréenne (2333-108 av. ].-C.) montre qu'’ils
étaient en quéte d'une « peau comme le jade blanc » mais également au Japon et en Chine
ou les femmes se poudraient le visage ou avalaient des perles écrasées dans leur quéte
d’un teint blanc laiteux3>. Au fil du temps, le teint a pris une importance religieuse,
psychologique, économique et politique avec le désir de produits éclaircissants, et donc
depuis les années 1980, I'intérét pour le blanchiment de la peau n’a cessé d’augmenter.
Aujourd’hui, pres de 30% de la population mondiale a déja pratiqué au moins une fois
dans sa vie le blanchiment de la peau. Le marché mondial associé a ces cosmétiques est
estimé a 13,7 milliards de dollars d’ici 20253637, Cette quéte de « peau blanche » peut
mener a des problémes de santé, principalement dus a l'utilisation de doses trop

importantes de composés toxiques.

Ces dernieres décennies, un large panel d’agents blanchissants de la peau ont été mis sur
le marché a des fins cosmétiques et dermatologiques. Parmi les plus utilisés, on trouve
I'acide kojique, I'arbutine, 'acide azélaique, I'acide ellagique, le resvératol et surtout
I’hydroquinone (HQ). Ces composés sont connus pour manquer d’efficacité mais
également pour les effets secondaires qu'ils provoquent a haute dose. L’utilisation
d’hydroquinone a notamment été interdite depuis 2001. L’exposition a 'HQ provoquerait
I'apparition de dermatite de contact irritante ou allergique, d’hyperpigmentation post-
inflammatoire et d’hypopigmentation. Un contact répété provoquerait I'apparition de
complications plus préoccupantes comme l'ochronose, une décoloration des ongles, une
meélanose conjonctivale et enfin une dégénérescence cornéenne. Il a également été
rapporté en 2010 que 'HQ pouvait apres transformation par un facteur extérieur
(oxygene ou enzyme) mener a la production de 1,4-benzoquinones, dont la réaction avec
le glutathion peut mener a des composés délivrant une toxicité médullaire, une
immunotoxicité, une néphrotoxicité, et un risque de mutagénicité et de carcinogénese3839,
Des risques de carcinogéneses sont également attestés avec l'acide kojique, dont
I'application a toutefois été approuvée avec une concentration maximale de 1% dans les

préparations cosmétiques dans I'UE.

De méme il existe d’autres molécules cliniquement approuvées sur le marché, telles que
I'acide ascorbique, l'arbutine, l'acide lactique, I'acide glycolique, 1'aloésine, I'acide

salicylique, 'acide a-lipoique ou le nicotinamide : elles visent également a stopper la
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production de mélanine en ciblant la tyrosinase*?. D’autres stratégies moins développées
existent, comme l'inhibition de la glycosylation de la tyrosinase, du transfert des

mélanosomes ou 'usage d’agents antioxydants et anti-inflammatoires31.

3. Alcaptonurie : Ochronose et mélanogénése

L’alcaptonurie (AKU; OMIM 203500) est une maladie autosomique-récessive
monogénique rare dans la plupart des groupes ethniques (1 cas sur 250 000a 1 000 000),
mais dans certains pays comme la Slovaquie ou plus récemment la Jordanie et I'Inde, elle
présente une prévalence accrue. L’AKU est caractérisée par des mutations du géne codant
pour 'homogentisate 1,2-dioxygénase (HGD ; EC 1.13.11.5). Cette enzyme est impliquée
dans le métabolisme de la tyrosine : en effet, elle est normalement responsable de la
conversion de l'acide homogentisique (HGA), un p-diphénol métabolisé par les
hépatocytes qui contiennent 'enzyme HGD, ce qui permet apres clivage du cycle
benzénique, de former l'acide maleylacetoacétique. L’'HGA est normalement excrétée
naturellement a travers les urines en petite quantité (quelques milligrammes par jour).
Des lors qu'un patient est atteint d’alcaptonurie, 'HGA s’accumule, provoquant une
acidurie homogénistique qui se manifeste par 'assombrissement de 'urine. Des patients
jeunes parviennent a excréter de grosse quantités, limitant 'impact de la maladie ; mais
avec I'age les fonctions rénales se détériorent, ce qui provoque une accumulation de HGA
dans les tissus et déclenche le processus d’ochronose qui consiste en une oxydation de
HGA en acide benzoquinone acétique (BQA) suivi d’'une polymérisation ultérieure pour
former les pigments ochronotiques. Ces pigments sont responsables d’une coloration bleu
foncé qui peut survenir dans la peau, les cartilages, les tendons, les ligaments, les yeux, les
oreilles, le cceur, les os et le systéme artériel. L’état de santé d’un patient varie selon les
cas et 'espérance de vie est rarement diminuée, mais la qualité de vie est en revanche
séverement affectée, principalement en raison de la destruction douloureuse des
articulations qui nécessite souvent une intervention chirurgicale442, Ce processus de
pigmentation est remarquablement similaire a la mélanogéneése catalysée par hsTYR. Il ne
serait pas exclu que hsTYR soit impliquée étant donnée son action non spécifique,

susceptible de toucher une large variété de phénols et de catéchols. En effet Garcia-
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Canovas & al*3 suggerent que les TYR sont susceptibles d’oxyder des substrats p-
diphénols comme I'hydroquinone (HQ) qui pourrait étre un substrat dans certaines
conditions et non un inhibiteur. Jusqu’a présent aucun traitement spécifique n’existe pour
ce trouble. Néanmoins il a été montré que la nitisinone, un puissant inhibiteur de la 4-
hydroxyphénylpyruvate dioxygénase (EC 1.13.11.27), 'enzyme qui produit HGA, pouvait
stopper 'ochronose et diminuer le taux de progression de AKU. Bien que 'utilisation de
nitisinone diminue les effets de I’AKU, le principal effet indésirable qui en résulte est la
tyrosinémie provoquant des troubles de la vision. Si I'implication de hsTYR est confirmée
dans le mécanisme d’ochronose dans un futur proche, cela permettrait d’élargir les

options thérapeutiques pour mieux traiter la maladie ou ses symptémes.

VI. Mélanome et résistances

Le cancer est une cause majeure de déces dans le monde*4. Il a causé en 2020 10 millions
de morts, les plus meurtriers étant le cancer du poumon avec 1,80 millions déces, le
cancer colorectal avec 935 000 déces, le cancer du foie avec 830 000 déces, le cancer de

I’estomac avec 769 000 déces et enfin le cancer du sein avec 685 000 déces.

Le cancer peut étre décrit comme étant une cascade de modifications cellulaires
incontrolées*> d’une large classe de cellules. Ces modifications cellulaires engendrent une
prolifération et une distribution anormales dans le corps humain, qui peuvent favoriser

son développement par le biais de métastases.

Les lésions de I’ADN correspondent a I’étape d’initiation de formation des tumeurs. Des
anomalies génétiques majeures se produisent alors et s’accumulent au niveau du génome.
Ces anomalies peuvent survenir a partir de facteurs environnementaux ou exogenes,
comme c’est le cas des rayonnements UV et des radiations ionisantes (rayons X,
radioactivité). D’autres facteurs endogenes*® causent des lésions, comme le stress
oxydant, produisant des dérivés réactifs de l'oxygene et de l'azote. Toutes ces
modifications sont permanentes dans la durée de vie de la cellule, et elles empéchent les

mécanismes de réplication*” de fonctionner normalement. C’est ici que les facteurs de
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réparation*8 de I'’ADN interviennent par différentes voies. Les déficits dans les
mécanismes de réparation peuvent avoir des conséquences tres variables en termes de

symptomatologie clinique comme I'apparition de tumeurs.

Les tumeurs peuvent se développer localement et ainsi provoquer une compression sur
les organes voisins, ou régionalement comme c’est le cas lorsqu’elles envahissent les
ganglions lymphatiques. Lorsque les cellules cancéreuses ont la capacité de migrer vers
d’autres organes, on parle de métastases. La transformation d’une tumeur bénigne en une
tumeur maligne va dépendre de 'accumulation consécutive de cellules dont les génes
responsables du controle de la prolifération, de l'intégrité génétique et de la mort

cellulaire ont été altérés.

Les premiéres thérapies remontent a la fin du XIXe siecle, avec la découverte des rayons X
par Wilhelm Conrad Rontgen en 1896. Les rayons étaient déja utilisés la méme année par
Emil H. Grubbé dans le traitement du cancer du sein. Leur usage a été confirmé par Pierre
et Marie Curie lorsqu’ils constatent que les rayons X sont nocifs au niveau cellulaire et
pourraient finalement étre employés a des fins thérapeutiques. Claudius Regaud confirme
en 1920 l'intérét du rayonnement dans le traitement de plusieurs cancers, en réduisant

les effets secondaires grace a une exposition fractionnée.

Ce n’est que plus tard que l'approche pharmacologique provoque une révolution au
moyen d’agents chimiothérapeutiques. Cette approche reste utilisée malgré certaines
contraintes majeures, telles que la forte toxicité pour les tissus sains mais également les
mécanismes de résistances aux antitumoraux. C'est pendant la Seconde Guerre mondiale
que le premier agent alkylant fut accidentellement découvert, connu sous le nom de gaz
moutarde. La toxicité de la moutarde azotée tient a son activité alkylante de I’ADN se liant
aux guanines, formant des réticulations inter-brins empéchant la duplication de 'ADN et
entrainant la mort cellulaire. D’autres agents alkylants ont par la suite été développés,
dont la dacarbazine qui est encore trés largement utilisé pour les traitements
anticancéreux tels que les lymphomes de Hodgkin, certains sarcomes, mélanomes, cancer

de la vessie et de I'ovaire.
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D’autres traitements sont développés, toujours basés sur la méme stratégie : limiter la
prolifération cellulaire. Les antimétabolites émergent avec I'apparition d’analogues de
pyrimidine, de purine et de folate qui bloquent les chaines enzymatiques essentielles dans
la synthese des purines et provoquent I'apoptose. En 1947, les premiers résultats sont
visibles avec la premiere rémission complete d’'une leucémie aigué avec un traitement aux

antifolates.

L’arrivée de nouveaux traitements a activité cytotoxique permet d’interférer avec la
formation de microtubules et ainsi de bloquer la mitose pour stopper la prolifération
cellulaire. Les premiers agents antimitotiques sont extraits de plantes telles que
Catharanthus roseus (pervenche de Madagascar), Podophyllum peltatum (mayapple
mandragore sauvage), Camptotheca acuminate (arbre heureux) ou encore le taxol extrait

de I'arbre Taxus brevifolia (if du pacifique).

Viennent ensuite les médicaments plus classiques comme les inhibiteurs de la polyamine,
les médicaments modulateurs du fer et enfin les antibiotiques qui peuvent présenter une

activité cytotoxique?°.

L’étude des mécanismes biochimiques a permis d’identifier de nouvelles cibles
moléculaires. Cette approche développée a partir des années 80 consiste a développer de
petites molécules obtenues par synthese chimique ou des médicaments
biotechnologiques comme les anticorps monoclonaux. Ces outils sont dirigés vers des
oncogenes clés modifiés, des génes suppresseurs de tumeur, des récepteurs cellulaires ou
des protéines spécifiques impliquées dans des processus néoplasiques. La thérapie ciblée
se différencie des traitements classiques qui agissent a la fois sur les cellules normales et
les cellules cancéreuses. De cette maniére, ces traitements intelligents limitent les effets

secondaires et permettent de ne toucher que les cellules cancéreuses.

On retrouve également des traitements a base de rayonnements comme la radiothérapie
ou thérapie aux radionucléides, utilisées notamment pour le traitement du cancer du foie.
Elle se différencie de la radiothérapie externe par l'administration de
radiopharmaceutiques (radio-isotopes tels que I'iode 131 ou le radium 223) par ingestion

ou injection, permettant de cibler spécifiquement les cellules cancéreuses. A titre
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d’exemple, I'iode 131 est le premier et le plus courant des agents radiopharmaceutiques,
utilisé dans le traitement des cancers de la thyroide. Son mécanisme d’action se base sur

la forte affinité de I'ion iodure pour la glande thyroide?.

Malgré toutes ces stratégies thérapeutiques, le traitement par chirurgie reste une des
solutions les plus siires dans le cas des tumeurs solides. Cependant, cette approche
nécessite un diagnostic précoce et s’avere inefficace chez les patients dont la pathologie
tumorale est trop avancée. Il existe toutefois des méthodes associant la chirurgie et la

chimiothérapie>°.

Le mélanome est la forme la plus meurtriere de cancer de la peau, représentant environ
12 2% de ce type de cancer mais 60% des déces liés aux cancers de la peau (55 000 déces
par an aux Etats-Unis)5152, Le mélanome est considéré comme 1'un des cancers les plus
agressifs aprés le cancer du poumon?3, et son incidence est en augmentation ces derniéres
années®*. Il présente un probleme de santé publique mondial et un challenge
thérapeutique>>56, Le point de départ de ce type de cancer se situe dans les mélanocytes,
contrairement aux carcinomes (~90% des cancers de la peau) qui se développent dans
les kératinocytes®’. La cancérogenése du mélanome est initiée par une surexposition aux
rayonnements UV, qui en plus d’induire un effet mutagene sur I'’ADN, conduit a la
production de facteurs de croissance par le biais des cellules cutanées. En effet,
contrairement aux mélanocytes normausx, les cellules de mélanome ne transferent pas
leur production de mélanine vers les kératinocytes adjacent, ce qui augmente fortement

leur concentration en mélanine intracellulaire, néfaste pour la survie du patient.

Environ 80% des mélanomes se développent a partir d’'une peau saine sous la forme d'une
tache pigmentée, ressemblant a un grain de beauté (naevus) dans 20% des cas>’. Cette
tache s’étend d’abord dans I'épiderme puis jusqu’au derme, voir I’hypoderme, si aucun
traitement n’est entrepris. On parle de cancer invasif, lorsque les cellules cancéreuses se
détachent pour envahir d’autres parties du corps (ganglions lymphatique, organes,
donnant lieu a des métastases) via le systéme lymphatique. Pour les mélanomes de stade
précoce le taux de survie est de 85%; il diminue drastiquement a 18% pour les
mélanomes métastatiques©8. La survie des patients est dépendante du développement de
la maladie au moment du diagnostic>?. On distingue quatre formes anatomocliniques de
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mélanomes>3°9 qui ont été décrites en fonction de leur croissance, de 1'age auquel ils

apparaissent et des facteurs environnementaux :

- Le mélanome a extension superficielle extensif (le plus fréquent, ~70% des
mélanomes) : apparait a la suite d’'une exposition prolongée de la peau au soleil
générant des coups de soleils importants.

- Le mélanome de Dubreuilh est essentiellement présent chez les personnes agées,
lié a I'exposition répétée au soleil, sur les parties les plus exposées (visage, cou et
épaule).

- Le mélanome nodulaire se manifeste par des nodules: leur aspect est
caractéristique puisqu’ils sont le plus souvent noirs ou couleur de « peau »,
pouvant suinter, saigner ou se couvrir d'une crofte. Il peut apparaitre sur toutes
les parties du corps mémes celles qui ne sont pas exposées au soleil

- Le mélanome acrolentigineux ou mélanome des extrémités n’est pas lié a une
surexposition au soleil, il apparait le plus souvent sur la paume des mains, la plante

des pieds et sous les ongles.

Ces mélanomes se différencient en particulier par leur croissance plus ou moins rapide.
Du fait de leur vitesse de croissance, les médecins préconisent un diagnostic précoce. Bien
que l'incidence du mélanome continue d'augmenter par rapport aux autres cancers, la
mortalité a régulierement diminué en raison des progrés majeurs dans le domaine
médical. Les options thérapeutiques actuelles pour les patients atteints
de mélanome consistent principalement en une excision chirurgicale, une

chimiothérapie, une immunothérapie et une thérapie ciblée.

La chirurgie est le principal traitement curatif du mélanome cutané accessible et de stade
précoce (stades I et Il non métastasés). Il est cependant nécessaire que la tumeur soit
diagnostiquée a temps ; une exérese chirurgicale est alors pratiquée en deux temps, avec
d’abord I'ablation complete du mélanome, puis une seconde opération avec des marges
saines et parfois plus profondess+. Cependant, il est trés peu probable que le mélanome
meétastatique soit guéri par la chirurgie en raison du nombre souvent élevé de métastases,
de la faible accessibilité et de la détection difficile des petites Iésions métastatiques par
les outils d'imagerie couramment utilisés®0.
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Lorsque I'exéreése n’est pas praticable, elle est alors substituée par d’autres formes de
traitements plus invasifs. Les différentes thérapies peuvent étre administrées en tant
qu'agents uniques ou en combinaison selon le stade de la maladie, la localisation et le
profil génétique de la tumeur, ainsi que I'état de santé général et 1'age du patient®! (Figure

3).

@ Targeted therapy @ Immunotherapy @ Chemotherapy » Oncolytic viral therapy

Figure 3 : Options thérapeutiques pour les patients atteints de mélanome présentant une mutation ou non
sur le géne BRAF
Le traitement de premiére intention des patients atteints de mélanome va fortement
dépendre du statut de la mutation du gene BRAF (B-Raf). Deux groupes de mélanomes
cutanés peuvent étre distingués : ceux porteurs d’'une mutation activatrice BRAF V600E
(BRAF), qui représentent 40 a 50% de tous les patients atteints de mélanome, et ceux
porteurs d’autres mutations que BRAF®2. Les patients atteints de mélanomes BRAF
peuvent recevoir des thérapies ciblées ou des immunothérapies en tant que traitement
de premiere intention (Figure 3 - a gauche), alors que les patients atteints de mélanome
avec des tumeurs de type BRAF sauvage recoivent généralement des immunothérapies
(Figure 3 - a droite). Des thérapies non ciblées peuvent étre administrées en tant que
traitement de deuxiéme intention en utilisant des agents chimiothérapeutiques tels que
la dacarbazine ou le témozolomide. Le mélanome peut également étre traité localement

en utilisant une thérapie a base de virus oncolytique (T-VEC)®é.
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La chimiothérapie est le traitement standard utilisé en deuxiéme intention chez les
patients présentant une maladie évolutive, réfractaire ou en rechute. Plusieurs agents
chimiothérapeutiques ont été développés et testés avec l'utilisation de témozolomide et
de dacarbazine (DTIC). Cette stratégie a montré des taux de réponses globaux variant de
10% a 20% avec des rémissions completes dans seulement 5% des cas. Le DTIC est un
agent alkylant utilisé contre les mélanomes de stades avancés (Stade IV), mais
malheureusement des expériences ont confirmé une résistance des cellules de
mélanomes au DTIC provenant de multiples mécanismes encore mal compris®3. Par la
suite, des progres majeurs ont surtout été réalisés en immunothérapie avec les
traitements a base d’anticorps monoclonaux fonctionnant grace a des points de controles
immunitaires. L'ipilimumab utilisé comme traitement en immunothérapie, se présente
comme un anticorps monoclonal de type IgG1 dirigé contre la protéine CTLA-4. D’autres
inhibiteurs, tels que le pembroziuma ou le nivolumab ont également été développés. Ils
sont dirigés contre la protéine PD-1, présente a la surface des cellules et particulierement
exprimée par les lymphocytes T activés. Cette protéine est impliquée dans I'inactivation
des lymphocytes T lorsqu’ils sont au contact des protéines PDL-1 présentes a la surface
des tumeurs. Ces anticorps se fixent spécifiquement sur PD-1 et empéchent les
lymphocytes de se fixer sur la tumeur. Cette technique a permis d’améliorer les chances

de survie chez 30% des patients avec un mélanome de stade avancé.

La thérapie ciblée a montré une efficacité sur la survie globale nettement supérieure a
'effet des agents chimiothérapeutiques. L'utilisation de plusieurs traitements®* a été
approuvée en 2011, dont le vémurafénib, premier inhibiteur utilisé pour inhiber le gene
BRAFi6L16465 Puis le dabrafenib avec le méme mode d’action, également approuvé par la
FDA, qui a montré des effets plus puissants que son prédécesseur. L'effet de ces
traitements est néanmoins rapidement limité par 'apparition de résistances comme c’est
le cas pour le vémurafenib, mais aussi par 'apparition d’effets secondaires se manifestant
sous la forme de lésions cutanées ou de carcinome. Des atteintes plus rares telles qu’'une
pancréatite, une hépatite, une hypophysite ou une photosensibilisation peuvent

apparaitre®®.

Malgré 1'efficacité encourageante des thérapies ciblées et immunitaires, la plupart des

patients (~80%) atteints d'un mélanome avancé ne guérissent pas. L'insuffisance de
46



CHAPITRE I : Introduction

I'efficacité thérapeutique a long terme est largement attribuée a la manifestation de la
résistance au traitement ciblé et a I'absence fréquente de réponse (due a une résistance

innée ou a une toxicité) a l'immunothérapie¢’.

A ces résistances viennent s’ajouter des différences phénotypiques d’un individu a 'autre
pouvant étre marquées par une faible absorption, une faible tolérance ou une excrétion
trop rapide du médicament. La mélanine est également impliquée dans cette résistance :
connue pour conférer des effets radioprotecteurs dans les cellules de mélanome
métastatique, elle atténue I'efficacité de traitement a base de rayons ionisants®8 (X ou 6).
De plus, les traitements a base d’irradiation a certaines longueurs d’ondes en thérapie
photodynamiques (PDT) se montrent peu efficaces. En effet, le large spectre d’absorption
de la mélanine confére au mélanome une transmittance opérationnelle a des longueurs
d’onde supérieures a 700 nm, écartant les photosensibilisateurs classiques comme
I'’hypéricine (<600 nm) ou la photofrine (630 nm). Pour contourner cette limitation, des
études ont montré que des agents photosensibilisants de deuxieme génération avec une
absorbance plus élevée (700-800 nm) tels que la naphtalocyanine ou la texapyrine
pouvaient minimiser le risque d’interférence avec la mélanine®®. Viennent s’ajouter les
propriétés chimiques des mélanines leur permettant de piéger les espéces ROS (radicaux
libres, ions meétalliques et divers xénobiotiques) prévenant ainsi le stress oxydant généré
par certaines stratégies anticancéreuses’?’1. Et enfin, certains intermédiaires de la
meélanogénese comme le L-DOPA et les quinones réactives conferent au mélanome des

propriétés lymphotoxiques et/ou immunosuppressives.

~

A ce jour, aucun essai clinique lié a 'administration d’adjuvants (inhibiteurs de la
meélanogenese) avec des thérapies connues n’a été entrepris dans le but de sensibiliser le
meélanome et ainsi améliorer le pronostic de la maladie. Cibler 'enzyme responsable de la
synthese de mélanine (hAsTYR chez I'homme) semble cependant étre une approche
intéressante dans le cadre du traitement du mélanome. En effet, Huang & al.6® ont montré
qu’un traitement des cellules de mélanome in vitro par la N-phénylthiourée (PTU), un
inhibiteur réversible de hsTYR (Ki = 1.7 uM),”2 couplé a 'utilisation de I'hypéricine et de
PDT, a conduit a une sensibilité accrue des cellules de mélanomes humains aux rayons y.
D’autres preuves de ce concept dans le cadre d'immunothérapies ont été publiées avec

l'utilisation de PTU, qui ont montré que les cellules de mélanome pouvaient étre
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sensibilisées aux lymphocytes. Des lors, avec une concentration de 1 mM de PTU en
présence de lymphocytes, ~50% de cellules de mélanome pigmentées sont détruites?3. Or
en l'absence de PTU, ~4% des cellules non-pigmentées (saines) sont détruites et
seulement ~0.1% des cellules pigmentés sont touchés. Ces premiéres études
prometteuses sont un bon point de départ pour motiver la découverte de nouveaux
inhibiteurs de hsTYR dans le cadre du développement de nouveaux essais cliniques alliant

inhibiteurs de la mélanogeneése et thérapies anticancéreuses.

VII. Latyrosinase (hsTYR) : enzyme clé de la mélanogénese

1. Généralités sur les tyrosinases

Le terme « tyrosinase » (EC 1.14.18.1) fait référence a son substrat naturel la L-tyrosine,
présente dans plusieurs organismes vivants, notamment chez divers procaryotes ainsi
que chez les plantes, les champignons, les arthropodes et les mammiferes. La tyrosinase
fait partie des polyphénol oxydases (PPO), elle catalyse deux réactions enzymatiques,
I'ortho-hydroxylation des monophénols (activité monophénolase ou créolase) et
'oxydation des o-diphénols (activité diphénolase ou catécholase) en quinones réactives
correspondantes. Leur capacité a oxyder des petites molécules phénoliques ainsi que des
peptides ou des protéines contenant des résidus tyrosine ont suscité un intérét certain
depuis les premieres études biochimiques’4 sur le champignon Russula nigricans en 1895,

dont la chair une fois coupée devient rouge puis noire a I'exposition a I'air’4.

Les tyrosinases les mieux caractérisées sont dérivées de bactéries comme Streptomyces
glauescens mais aussi des champignons Neurospora crassa ou Agaricus bisporus
(tyrosinase de champignon abTYR). Chez les vertébrés et les animaux, la tyrosinase
catalyse I'étape initiale de la formation de mélanine qui consiste en une double oxydation
de la L-tyrosine en L-DOPA, puis de L-DOPA en DOPA-quinone. Une premiere résolution
tridimensionnelle d'une tyrosinase recombinante de la bactérie Streptomyces
castaneoglobisporus a été obtenue en 2006 par Matoba & al.7>. Cette premiére structure a
permis de confirmer I'existence d'un centre binucléaire de cuivre, ainsi que la présence
de plusieurs états’4 oxy- : Cull-022--Cull, met- : Cul-OH-Cu!! et deoxy- : Cu! Cu! que peuvent
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adopter les deux cuivres au cours du cycle catalytique. Les tyrosinases appartiennent a la
famille des métalloenzymes ainsi que des protéines transmembranaires de type I
contenant un centre a cuivre de type 3, comme les catéchols oxydases (CO) qui eux
n’exercent qu’une activité diphénolase, et les hémocyanines (Hc), en charge du transport
de l'oxygéne de 'hémolymphe des mollusques et des arthropodes. Les tyrosinases
partagent un site actif conservé contenant deux ions cuivre Cua et Cug coordinés par six
résidus histidines. Chez hsTYR, les histidines (H180, H202, H211 pour Cua H363, H367,
H390 pour Cus) sont situées dans un réseau hélicoidal. L’enzyme est constituée de 529
acides aminés, contenant une séquence N-terminale de 18 résidus et 6 ou 7 sites de N-
glycosylation avec un poids moléculaire d’environ 67 kDa’t. Différentes études
spectroscopiques et mécanistiques ont confirmé que les propriétés spectroscopiques des
ions cuivre sont similaires, suggérant que les différences d’activités sont liées a

I’accessibilité du substrat et a I'architecture des résidus dans le site actif””.

Malgré les avancées majeures obtenues récemment’6787980 sur la résolution structurelle
des tyrosinases et le développement d’inhibiteurs ces dernieéres décennies, la structure de

hsTYR n’a toujours pas été résolue.

2. Tyrosinase humaine (hsTYR) et tyrosinase de champignon Agaricus bisporus
(abTYR)

La faible efficacité clinique des inhibiteurs de la tyrosinase humaine actuellement utilisés
est largement due au fait que ces composés ont été testés en utilisant uniquement des
tyrosinases de champignon (mTYR) et plus particulierement abTYR, qui ne possede
qu’'une faible homologie avec I'enzyme humaine. L'enzyme abTYR (existant sous 6
isoenzymes différentes partageant une homologie de 60%)8! est facilement accessible
dans le commerce a faible colit depuis plusieurs décennies, alors que hsTYR est plus
compliquée a isoler et donc plus coliteuse. Ainsi, abTYR est la seule tyrosinase active
disponible facilement dans le commerce, expliquant que la grande majorité des composés
ciblant AsTYR ont été identifiés sur la base exclusive de l'activité contre abTYRB82. De ce
fait, plusieurs milliers d’inhibiteurs de abTYR avec des structures tres diverses (composés

naturels inclus) sont connus®3. Néanmoins, abTYR et hsTYR sont tres différentes, que ce
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soit au niveau de l'activité catalytique des enzymes elles méme ou de la spécificité du

substrat (Figure 4).

D’un point de vue général, hsTYR est une enzyme monomérique hautement glycosylée
ancrée dans la membrane du mélanosome a travers 21 acides aminés formant un domaine
transmembranaire, contrairement a abTYR qui est une enzyme oligomérique soluble,
produite dans le cytosol’2. En effet, la tyrosinase humaine subit une étape de maturation,
un processus complexe qui implique des modifications post-traductionnelles essentielles
pour son activité84, Le passage a travers le réticulum endoplasmique et 'appareil de Golgi
ou intervient la glycosylation semblent étre des modifications essentielles au repliement
tridimensionnel de la protéine. Ces processus sont contrélés par la présence de sept N-
glycanes (glycosylation des asparagines N86, N111, N161, N230, N290, N337, N371)
spécifiques et par la captation du cuivre’2. Malgré la présence de trois histidines similaires
coordinées a chaque atome de cuivre, les tyrosinases de mammifére n’ont qu'une identité
globale de 22 a 24% avec les tyrosinases de champignon dans une région de 48 a 49% de
séquence couverte’2, Cette faible identité est de plus marquée par la présence d'un
domaine transmembranaire ainsi qu'un sous domaine riche en cystéine situé au niveau
intramélanosomale (appelé domaine EGF) uniquement présent chez hsTYR et hsTYR1 et

absente chez abTYR78.

A

302-310
toop &\
o

~

Figure 4 : Modéle d’homologie de hsTYR®S (& gauche), structure cristallographique de abPP035° (a droite)

D’autres divergences entre abTYR et hsTYR, localisées notamment au niveau des cuivres,
ont d’abord été observées a travers les séquences peptidiques, et ont ensuite été
confirmées par comparaison de la structure cristalline d’isoenzymes de abTYR avec un
modele d’homologie de hsTYR?°. En effet, pour abTYR, une liaison thioéther covalente se
forme entre un résidu histidine chélatant 'atome de cuivre Cua et une cystéine. Cette
liaison est précisément observée chez abPP038¢ entre les résidus C83 et H85 ainsi que
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chez abPP0487 entre les résidus C80 et H82. Le role de ce pont thioéther chez abTYR n’est
pas clair, mais il ne semble pas concerner l'activité catalytique, sa présence n’étant pas
conservée chez les hémocyanines et chez hsTYR. A l'inverse, cette caractéristique est
conservée chez les tyrosinases provenant des plantes et des champignons. Cette liaison
pourrait étre impliquée dans des contraintes structurales forcant un repliement

spécifique de I'enzyme86:88,

Plus loin du centre a cuivre, dans la seconde sphere de coordination, des études sur les
interactions entre hsTYR et inhibiteurs ont révélé que certains résidus n’étaient pas
conservés. En effet, 1368, R308, K306, H304, S375, S380, ainsi que T343 et T352 sont
présents chez hsTYR mais totalement absents de abPPO3 et abPP0O4. Ces variations
expliquent les différences observées entre les valeurs d’activité d’une tyrosinase a une
autres8289.90, A titre d’exemple, les résidus 302 a 310, engagés dans une hélice a rigide dans
abPPO03, abPP0O4 ou hsTRP1, forment une boucle flexible dans hsTYR aux interactions
potentielles différentes. Le résidu S380, absent chez abPPO3 et abPP0O4 et conservé chez
hsTYRP1 (S394), se situe tres proche du centre a cuivre, et pourrait étre impliqué dans
'activation du substrat, comme le suggerent Lai & al.8% En effet, les mutants S380P et
S380A4, impliqués dans certaines formes d’albinisme, conduisent a une chute drastique de

'activité enzymatique.

Ainsi, méme les inhibiteurs de référence comme l'acide kojique, ’hydroquinone, ou
encore l'arbutine sont globalement inefficaces sur hsTYR. Cette inactivité conduit a
l'utilisation de fortes concentrations dans les préparations dermatologiques, responsable
de nombreux effets indésirables. Le Tableau 1 résume la différence d’activité entre

abTYR et hsTYR : les valeurs d’ICso varient d’un facteur 100 a 1000 selon l'inhibiteur.

ICso abTYR (uM) ICso hsTYR (uM)
Acide kojique 6.0 500
Arbutine 40 6500
Hydroquinone 1.1 4400
4-Butylrésorcinol 0.6 21

Tableau 1 : Valeurs d’ICso de quatre inhibiteurs de abTYR82°1 ys hsTYR8291
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Cette différence est moins marquée avec l'utilisation du 4-butylrésorcinol (rucinol) qui
inhibe hsTYR (ICso = 21 uM) plus efficacement que la plupart des inhibiteurs connus.
Néanmoins il semble possible d’obtenir des inhibiteurs plus de hsTYR bien plus efficaces.
Dans ce contexte, la découverte du Thiamidol (ICso = 1.1 pM chez hsTYR vs ICso = 108 uM

abTYR) a représenté une avancée majeure.82,

3. Expression et cristallisation de la tyrosinase humaine : un défi ?

Un des problémes majeurs rencontrés lors de la détermination de la structure cristalline
de hsTYR est 'obtention d’'une protéine hautement pure et active en quantité suffisante.
Plusieurs travaux a partir des années 70 ont montré qu'’il était possible de purifier hsTYR
a partir de tissus provenant de mélanome malin humain. Cependant cette technique
nécessite des tissus biologiques provenant de patients atteints de mélanomes malins, et
la forme native de la protéine reste discutable notamment a cause des procédés de
purifications qui peuvent interférer sur I'activité de la tyrosinase®?93 (Lignes 1-2, Tableau
2). Plus récemment, Kong & al.?49 ont été les premiers a rapporter deux expressions de
hsTYR dans un systéme bactérien impliquant E. coli (Lignes 3-4, Tableau 2), avec une
bonne activité, tout en ayant recourt a une purification rapide. Néanmoins, comme le
soulignent les auteurs, les valeurs de Km obtenues pour la L-tyrosine sont nettement
inférieures a la valeur attendue (1.32 + 0.12 uM). Par la suite, Chen & al®¢ et d’autres
groupes’284 ont tenté d’exprimer hsTYR dans le méme systeme d’expression mais sans
succes. En outre, I'état de glycosylation de cette protéine recombinante est inconnu, mais
il semble exclu qu’elle accede a des N-glycanes complexes comme ceux produits chez les

mammiferes.

En 2014, Dolinska & al®’ proposent un systeme de baculovirus menant a une
glycosylation plus fidele. Il a été montré que certains sites de glycosylation présents sur
hsTYR étaient en effet essentiels pour maintenir une activité enzymatique, comme N86 et
N371. Certains N-glycanes sur N230 et N337 semblent en revanche ne pas étre essentiels
pour l'activité enzymatique, car la double mutation N230Q/N337Q permet de conserver

I'activité de I'enzyme sauvage. La production de hsTYR dans des larves d’insectes
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Trichoplusia ni a permis d’exprimer la protéine sur toute sa longueur en générant le
domaine intramélanosomique de hsTYR avec un peptide signal N-terminal hétérologue
sous une forme entierement active. Cette technique est reproductible et permet une
glycosylation de la protéine mais l'expression dans les larves d’insectes est lente et
nécessite des purifications en plusieurs étapes, qui impactent le rendement (Lignes 5,

Tableau 2).

Longueur Kw (mM), Km (mM), Rendement

Systéme d’expression Masse (kDa) (en AA) 1-DOPA L -tyrosine (mg/L)

1 métastase de mélanome humain?3 ~67 Native - - 0,2

2 métastase de mélanome humain®2 ~53 Native 0.20 - 1.1

3 E. coli®s ~66 1-529 0.36 0.17 1

4 E. coli** ~52 19-474 0.34 0.0013 3.8

5 larves d' insectes T. ni®” ~57 19-469 0.46 0.16 >1

6 cellules d' insectes S. frugiperda Sf972 ~66 1-513 0.34 0.22 8

- cellules HEK humaines8* ~70 1-511 0.51 - -
cellules HEK humaines8* ~57 1-438 0.50 - -

8 insecte T. ni High Five cellules8 ~60 19-456 - - 4-6

Tableau 2 : Différentes sources de lignée cellulaire exprimant hsTYR%8

Fogal & al7? utilisent un systéeme d’expression similaire avec des cellules d’insecte
Spodoptera frugiperda (Sf9) et parviennent a exprimer hsTYR (séquence compléte) avec
des étapes de purification optimisées permettant d’accroitre le rendement et d’approcher
des valeurs de Km de hsTYR native (Lignes 6, Tableau 2). En outre, I'expression de hsTYR
dans des systéemes de mammiferes non mélanogéniques a souvent été associée a une
accumulation intracellulaire de mélanine, entrainant l'arrét et la mort de la cellule,
limitant ainsi les rendements d’expression. En effet, les cellules HEK 293 (cellules
humaines non mélanogéniques) (Lignes 7, Tableau 2) utilisées dans I'étude de Cordes &
al8*, sécrétent une enzyme dépourvue de domaine C-terminal et de partie
transmembranaire, dont la longueur optimale est normalement de 440 résidus. Au total,
huit constructions enzymatiques ont été produites avec des longueurs variables intégrant
une partie du domaine intramélanosomique et la présence de sites glycosylés qui ont

montreé une activité similaire aux valeurs cinétiques proches de celles de la littérature.

Enfin, reprenant le systéme d’expression de baculovirus, Lai & al’8 ont élaboré un
protocole permettant de produire AsTYR a grande échelle. Dérivées des cellules de T. ni,

les cellules High Five (Lignes 8, Tableau 2) permettent de produire de la tyrosinase pure
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apres seulement deux étapes de purification. Le procédé a permis d’obtenir des
rendements d’expression de 4 a 6 mg/L, ouvrant la voie a la réalisation d’essais de
cristallisation et de criblage a haut débit d’inhibiteurs. Des cristaux de hsTYR ont été
obtenus et ont conduit a une résolution de 3.5 A. Bien que ces résultats préliminaires
soient prometteurs, ils ne permettent pas une détermination structurale a I’échelle
atomique. Toutefois, le protocole de déglycosylation élaboré par cette équipe pourrait

permettre d’obtenir de nouveaux cristaux.

Actuellement, nous disposons de la structure de hsTRP1, qui possede une bonne
homologie avec hsTYR (40% d’identité) (Figure 5). Cette structure a été révélée en 2017
par Lai & al.”® et plusieurs études ont d’ores et déja utilisé le modele de hsTRP1 comme
base pour la compréhension du mécanisme de la tyrosinase8? ou pour le développement

de nouveaux inhibiteurs a travers la construction de modéles d’homologie robustes®0.

Figure 5 : Structure cristalline de hsTYRP17° (a gauche) et le modéle d’homologie de hsTYRS® (a droite)

4. Activité et inhibition de la tyrosinase

a) Cycle catalytique de la tyrosinase : Activités monophénolase et diphénolase

Le mécanisme catalytique implique les trois états précisés plus haut : oxy-, met- et désoxy-
de la tyrosinase. L'activité monophénolase de I'enzyme est responsable de I'oxydation de
la L-tyrosine en L-DOPA : la désoxy-tyrosinase (Edesoxy) se lie a 'oxygene et forme I'oxy-
tyrosinase (Eoxy) qui oxyde la L-tyrosine. L’enzyme est ensuite recyclée sous la forme

Edésoxy (Schéma 3) :
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Schéma 3 : Shéma catalytique de la tyrosinase - activités mono- et diphénolase

L’activité monophénolase dépend fortement de I'activité diphénolase. En effet, un retard
est observé pour 'activité monophénolase qui dépend de la concentration en o-diphénol,

produit par l'activité diphénolase.

Dans l'activité catalytique de type diphénolase, I'oxy-tyrosinase est réduite en mét-
tyrosinase (Emet), les deux centres de cuivre étant pontés par un pont aqua-hydroxo. La

forme Em¢t permet d’oxyder le L-DOPA en quinone et de générer la forme Edssoxy.

b) Mécanisme d’inhibition

En raison du role critique de la tyrosinase dans le processus de la mélanogénese, de

nombreuses études sur le développement d’inhibiteurs visant cette enzyme ont été
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réalisées. De maniere générale, les inhibiteurs de la tyrosinase se classent selon trois
catégories principales : compétitif, non compétitif et mixte (non compétitif/compétitif).
L’inhibiteur compétitif se lie a I'’enzyme libre et empéche la liaison du substrat au site actif

de I'enzyme (analogie clé/serrure).

L’inhibiteur non compétitif ne peut se lier qu’au complexe enzyme-substrat, et 'inhibiteur
mixte peut se lier a la fois aux formes d’enzyme libre et au complexe enzyme-substrat. Ces

deux modes d’inhibition sont par exemple fréquemment observés sur mTY?°.

D’autres inhibiteurs sont connus pour étre des substrats suicides, présentant par exemple
un motif monophénolique ou o-diphénolique, qui vont nécessairement subir une étape
d’oxydation et provoquer l'inactivation de la tyrosinase. C’est le cas du resvératrol qui

subit une double oxydation puis provoque l'inactivation de la tyrosinase100.

5. Inhibiteurs de la tyrosinase humaine (hsTYR)

Parmi les inhibiteurs de la tyrosinase de champignon, certains des plus emblématiques,
comme |'hydroquinone, I'arbutine et I'acide kojique, ont déja été testés sur tyrosinase
humaine (Tableau 1). Ces inhibiteurs actifs sur tyrosinase de champignon se révelent

généralement peu efficaces contre hsTYR avec des ICso > 500 puM82,

Toutefois, ces valeurs d’ICso sont parfois difficiles a comparer en raison des conditions des
tests établis par les auteurs qui peuvent varier d’'une étude a I'autre (concentration et
nature du substrat, temps d’incubation et origine de la tyrosinase). C’'est pourquoi un
controle positif/négatif a I'aide d’inhibiteurs connus (I'acide kojique, 'arbutine ou

I’hydroquinone) permet de comparer plus facilement les résultats.

Une autre maniere d’évaluer la force d’un inhibiteur serait de mesurer le K;, la constante
d’équilibre de la dissociation du complexe enzymatique qui est indépendant de la
concentration en substrat. Cette valeur est plus précise et rigoureuse, mais elle demande

un test biologique plus complexe et coliteux.
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Néanmoins, étant donné le coiit de production de hsTYR isolée, les chercheurs ont le plus
souvent recours a des tests sur systemes cellulaires humains en premiere intention. Les
composés peuvent étre évalués sur différentes lignées cellulaires qui expriment

naturellement la tyrosinase provenant de différentes cellules :

-  De mélanomes malins humains : G-361101 HBL10z2 MNT-1103, HMV-II104 ou
SKMEL1105;

- De mélanocytes humains : HEM1% provenant d’adulte ou de nouveau-né ;

De cette maniere les composés actifs sont sélectionnés pour étre ensuite testés sur

enzyme isolé, obtenue via les systemes d’expression cités précédemment.

Les études plus récentes sur enzyme isolée sont effectuées le plus souvent grace a
I'expression de hsTYR dans des cellules d’insectes Spodoptera frugiperda (Sf9) ou dans
des cellules HEK293 transfectées.

4 N\
OH
OH
N
HN—(’ I o \/\/©/
>—<\ S OH
(0]
Thiamidol Rucinol
K;=0,25 uM, IC50 = 1,1 yM K;=9,1 uM
1 2

\ y,

Schéma 4 : Structures et valeurs d’inhibition du Thiamidol 1 et du Rucinol 2 (testés sur hsTYR isolée)

Seuls deux inhibiteurs ont été évalués (Schéma 4) a ce jour dans des essais cliniques.
D’abord, au début des années 2000, le rucinol, un dérivé du résorcinol, est commercialisé
sous le nom d’lIklen®. Sa commercialisation a été approuvée grace a plusieurs études qui
soulignent son efficacité dans des préparations a 0,3% ou 0,1% (utilisant une méthode
d’encapsulation liposomique) de rucinol 2 (Schéma 4), bien moins concentrées que les
préparations d’hydroquinone (3-5%) couramment utilisées dans les formulations
classiques. Une concentration aussi basse en rucinol a permis de limiter les effets
secondaires, comme une sécheresse de la peau accentuée, une desquamation ou des
érythemes. Le rucinol a permis de réduire ’hyperpigmentation induite ou non par les UVB

(taches de vieillesse, de rousseur, hépatique), mais aussi des lésions pigmentées
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survenues apres 'utilisation de laser. Apres 2 mois de traitement, cette créme s’est avérée
efficace chez plus de 70% des patients présentant des mélasmas faciaux modérés. En effet,

une diminution de 40% des taches pigmentées a été observéel07.108,

Le thiamidol 1 identifié par Beiersdorf en 2018 est un puissant inhibiteur de hsTYR avec
une efficacité remarquable in vitro et in vivo. Il est strictement compétitif, a montré in vitro
des valeurs d’inhibition nettement inférieures aux inhibiteurs fréquemment utilisés, avec
un ICsode 1,1 uM et un K; de 0,25 pM sur hsTYR isolée et 9 uM sur des modeles cutanés
MelanoDerm109, Cette découverte a conduit a I’étude clinique du thiamidol afin d’évaluer
son efficacité in vivo. Un traitement sur une période de 12 semaines a montré une
efficacité continue permettant d’atteindre des résultats significatifs des 4 semaines
(35,5% d’amélioration) avec une faible concentration (0,1%)82. Ces résultats ont mené au
développement de formulations plus concentrées (0,2%) de thiamidol pour évaluer son
efficacité et sa tolérance, et pour permettre une comparaison avec une préparation
d’hydroquinone a 2,0%. Les résultats évalués sur le traitement d’'un mélasma n’ont
montré aucune aggravation du cété du thiamidol contrairement au traitement a base
d’hydroquinone (Tableau 3). Apres 8 semaines, 46,4% des sujets ont montré une
amélioration tandis que 3,6% ont montré une aggravation, et apres 12 semaines, une

amélioration a pu étre observée chez 60,7% contre 10,7% qui ont montré une

aggravation110,
% d’amélioration % d’aggravation % d’amélioration % d’aggravation
Semaines apres traitement au apres traitement apres traitement a apres traitement a
thiamidol au thiamidol I'hydroquinone I'hydroquinone
21,4% 0% 21,4%
67,9% 0% 46,4% 3,6%
12 78,6% 0% 60,7% 10,7%

Tableau 3 : Comparaison des taux d’‘amélioration/d’aggravation de préparations a base de thiamidol (0,2%

en concentration) et d’hydroquinone (2% en concentration)!10

L’efficacité du thiamidol 1 a été confirmée par un essai clinique!l! sur un panel de 200
patients en avril 2019. Puis en mai 2020, une étude publiée par Philipp-Dormston & al.112
a confirmé I'efficacité du thiamidol sur les hyperpigmentations 1égeres a modérées situées

au visage. Une utilisation quotidienne de 2 a 4 fois par jour a été bien tolérée par les
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patients, et a permis de diminuer I'hyperpigmentation et la rugosité de la peau apres 12
semaines de traitement!12, C’est a I'heure actuelle I'inhibiteur le plus prometteur identifié

sur hsTYR.

La découverte du thiamidol et de ses dérivés résultent d’un criblage de plus de 50 000
molécules82112 dont certaines seront présentées ici (ICso < 100 uM). Les premiers
composés a avoir été testés sur lysats cellulaires humains ou sur hsTY isolée sont ceux
ayant une activité sur tyrosinase de champignon décrite dans le Tableau 1. Seuls la L-
mimosine 12 (Ki=10.3 uM) et la phénylthiourée 14 (K; = 1.7 uM) ont exercé une influence
significative contre hsTYR, a I'inverse des composés comme ’hydroquinone, I'arbutine ou

'acide kojique (Tableau 1 - Schéma 5). La grande majorité des inhibiteurs identifiés se

sont avérés étre des dérivés phénoliques ou des analogues structuraux de la L-tyrosine
(4-phénol) ou de la L-DOPA (3,4-catéchol). Le catéchol!!3 lui-méme est en effet connu
pour avoir un ICso de 22 uM (en comparaison avec I'arbutine) dans des cellules de type
HEMn. C’est le cas de composés phénoliques comme I'acide p-coumarique 3 ainsi que ses
dérivés 4-6 ou d’autres dérivés comme le composé 7 ou ’hydroxyindole 8, qui présentent
des ICso relativement bas (ICso < 40 pM) (Schéma 5). D’autres composés plus gros
contenant cette fois-ci des motifs 3,4-catéchols ont également été décrits, comme c’est le
cas pour la N-feruloyldopaminell#4 21 (ICso = 50 uM), des 3,4-catéchols mono-méthylés
comme la curcuminel15 22 (ICso = 50 uM) ou le N-feruloyl-N'-cis-feruloylputrescinel16 26
(ICso = 85 uM). Des dérivés de l'acide caféique ont également été décrits, tels que l'acide
2-S-lipoylcaféiquell” 23 (ICso = 76 puM) ou l'acide 2-S-lipoylcaféique méthylester!l” 24
(ICso = 30 uM). Enfin, le Kinobeon118 A 25, extrait du safran, avec un ICso = 2.5 uM, ou le
linderanolide!1® B 27 (ICso = 1 uM) et le subamolidel1® 28 (ICso = 1 pM) provenant du
Cinnamomum subavenium, un arbre a feuilles persistantes présent en Asie, ont été

identifiés (Schéma 5).

Cependant, les molécules contenant ces types de motifs (phénol ou catéchol) peuvent se
comporter comme substrats, compte-tenu de la nature non spécifique de hsTYR. C’est le
cas par exemple de 'acide p-coumariquel20 3, du resvératroll2! 30, de la lutéoline 43, de
I’hispidol122.123 47 et de 'acide caféiquel?0 (contenant un motif catéchol, non représenté
ici) et de maniére générale de tous les 4-phénolsi24 et les 3,4-catéchols Schéma 7 et

Schéma 8 - Tableau 5).
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Schéma 5 : Structures et activités des inhibiteurs de hsTYR identifiés sur lysats cellulaires de différentes

lignées et sur hsTYR isolée (pointillés rouges)?8

Cette oxydation, parfois difficile a détecter dans les conditions de test mises en place,

pourrait générer des quinones réactives et déclencher la formation de polymeres ou
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d’autres agents potentiellement toxiques comme c’est le cas pour I’hydroquinone+3. Ce
risque d’oxydation a poussé les scientifiques a se tourner vers la synthese de nouveaux

motifs de chélation du cuivre non-oxydables.

La recherche de nouveaux groupements non oxydables et chélateurs du cuivre a conduit
al’élaboration de nouveaux motifs contenant des fragments de type 3-hydroxy-2H-pyran-
2-one, 3-hydroxypyridin-4(1H)-one (motif présent dans la L-mimosine) ou 3-hydroxy-
4H-pyran-4-one (motif de I'acide kojique). Les composés présentant ces motifs125126 sont
représentés ci-dessus, et ont pour certains été testés sur I’enzyme hsTYR isolée (pointillés
rouges - Schéma 5). L'introduction de chaines aliphatiques simples sur les motifs 3-
hydroxypyridin-4(1H)-one et 3-hydroxy-4H-pyran-4-one, soit par formation de liaison
thioéther soit directement sur le cycle, n’a donné que des molécules faiblement actives,
avec cependant quelques différences notables, comme le montrent les composés 12, 13,
15 et 16-20 avec des Kivariant de 10.3 uM a 100 puM. Les travaux de Yoshimori & al.127
ont également permis d’isoler de nouveaux inhibiteurs sur la base du groupement

tropolone, donnant deux isomeéres 10 et 11 avec des ICso < 10 uM.

Ces différents motifs peuvent se lier de trois manieres principales au centre a cuivre83128
a I'état met. Les motifs de type analogues d’état de transitions qui miment les catéchols

peuvent s’associer aux deux cuivres sous la forme n1-n?-pontant ou seul un des oxygeénes

est lié au centre a cuivre. Dans le cas du mode pontant les deux oxygeénes sont tous les
deux liés a un cuivre a I'inverse du dernier mode de chélatant ou seul a un des cuivres est

ponté par les deux oxygenes (Schéma 6).

Un autre motif capable de lier le site actif (Schéma 6) de la méme maniere que la L-
tyrosine a retenu notre attention dans le cadre de cette these: il s’agit du motif
résorcinol®1129, En effet, méme si d’apres Garcia-Jimenez & al. les résorcinols ne sont pas
considérés comme des inhibiteurs mais comme des substrats alternatifs, ils subissent une
oxydation lente en présence d’additifs spécifiques. Mann & al.82 ont confirmé récemment
que ce type de motif se comporte essentiellement comme un inhibiteur dans des
conditions physiologiques, comme le montrent les résultats de certains dérivés qui ont

été testés sur hsTYR isolée: le Thiamidol 1 (Ki = 0.25 uM) (Schéma 4); le 4-
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phényléthylrésorcinol 29 (Ki= 24 pM) le 4-hexylrésorcinol 33 (Ki= 39 uM) ou le 4-

butylrésorcinol (Ki= 9.1 uM) (Schéma 7).
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Schéma 6 : Exemples de mode de liaison du motif 2,4-résorcinol et d’autres motifs analogues d’état de

transition non oxydable

L’'introduction du motif 2,4-résorcinol s’est par exemple avérée bénéfique pour

I'oxyrésveratrol 31 testé sur lysats (ICso = 0.09-7.6 pM) en comparaison a son analogue

30 ne contenant qu'un seul hydroxyle en para. Par ailleurs, I'introduction de ce motif sur

des composés linéaires plus volumineux s’est avérée intéressante comme l'indiquent les

ICs0 des composés 32 et 34 (ICso = 2 et 9.1 uM, respectivement - Schéma 7). En revanche,

la présence du motif 3,4-catéchol (proche du motif 2,4-résorcinol) sur les composés

linéaires 21, 23, 24 (Schéma 5) se révele moins favorable, menant a des ICso nettement

supérieurs (ICso = 50, 76 et 30 uM, respectivement).
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IC50=383.2uM IC59 = 1.4 pM IC50 = 2.5 uM IC50=1.6 UM IC50 =4.6 M IC50=3.2 uM IC509 = 51 upM

35 36 37 38 39 40 41 42

Schéma 7 : Inhibiteurs de hsTYR contenant le motif 2,4-résorcinol, testés sur lysat cellulaire exprimant

hsTYR et sur hsTYR isolée (pointillés rouges)

Le thiamidol®® 1 a été congu a partir du dérive 40 (ICso = 40 uM) sur lequel I'alkylation ou
'acylation de 'amine primaire a engendré toute une série de dérivés 35-41 contenant a
la fois un cycle résorcinol et un cycle thiazole (plus efficace que des analogues contenant
un cycle imidazole, phénylique ou thiazole inversé). La fonctionnalisation de 'amine avec
de petits groupements (par exemple 36 et 37) a conduit a des valeurs parfois 4 a 20 fois
supérieures a celles obtenues avec des groupements plus volumineux et plus

hydrophobes.

D’autres familles de molécules, appartenant aux flavonoides (Schéma 8), ont également
été identifiées comme inhibiteurs potentiels de hsTYR avec des activités modérées et
contenant un motif catéchol sur leur cycle B. Parmi elles, il existe deux flavones130 43 et
44 (ICs0 = 60 uM et 16 pM, respectivement) naturellement présentes dans des extraits de

Reseda luteola (présente sur le pourtour du bassin méditerranéen) pour 43 et de
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Phyllospadix iwatensis (présente au Japon) pour 44, et enfin une chalcone!13 45 (ICso = 32

uM) qui est présente dans des extraits de pomme Formosan.

Lutéoline Lutéoline-7-sulfate 3-Hydroxyphlorétine
IC50 = 60 UM IC50 =16 UM ICs0 =32 uM
(HEK293-TYR) (HEK293-TYR) (HEMn)
43 44 45
\ J

Schéma 8 : Flavonoides naturels testés sur lysat cellulaire exprimant hsTYR

Au milieu des années 2000, une autre sous-classe appartenant aux flavonoides, les
aurones, a également été identifiée comme inhibitrice de tyrosinase, d’abord d’origine
humaine puis bactérienne ou fongique. Ces molécules, possédant plusieurs activités
biologiques, ont ensuite largement été étudiées pour leur potentiel a inhiber AsTYR isolée

quelques années plus tard?31,

VIII. Les aurones comme inhibiteurs potentiels de hsTYR

Les aurones (benzylidenebenzofuran-3(2H)-ones) ont été étudiées seulement a partir des
années 2000 pour leur potentiel biologique, et se sont révélées intéressantes pour
I'inhibition d’aromatase, de topoisomérase, ou de kinases. Les aurones sont des
métabolites secondaires d’origine naturelle. Ce sont des isomeres de flavones,
principalement présents dans les plantes, jouant un roéle majeur dans la pigmentation de
certaines especes de fleur. Okombi & al131.132 ont rapporté en 2006 le potentiel

d’inhibition d’aurones polyhydroxylées d’inspiration naturelle en tant qu’'inhibiteurs de
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la mélanogenese humaine. Les premieres relations structure-activité ont montré

I'importance de la présence de groupements hydroxyles, notamment en position 4’. Ces

recherches ont conduit a I'identification de trois aurones, dont le cycle B est mono- ou
polysubstitué (46-49) particulierement intéressantes qui ont été testées in vivo sur des

mélanocytes humains (Tableau 4).

Composés Acide kojique
6,4'-Dihydroxyaurone Hispidol 4,6,4'Trihydroxyaurone 4,6-Dihydroxyaurone
46 47 48 49
% inhibition 717 69+3 75+8 33 20 £5 (a 7mM)
ICso (M) 31,7 38,4 38 - 280

Tableau 4 : Premiére série de composés actifs (0,1mM) testés contre hsTYR sur des mélanocytes humains

Les dérivés 46-48 induisent une inhibition de 71-75% a une concentration de 0,1 mM, et
se révelent bien plus actifs que I'acide kojique. L’absence d'hydroxyle en position 4’
conduit a une perte d’activité comme le montre le dérivé 49 comparé a son analogue 48
(respectivement 3% et 75% d’inhibition). Bien que ces premiers résultats aient permis la
découverte des premiers inhibiteurs de la tyrosinase humaine, ils n’ont pas été testés sur
enzyme isolée. Néanmoins, les tests de cytotoxicité in vivo ont révélé que les aurones
n’altéraient pas la viabilité cellulaire, ce qui a permis de poursuivre le développement

d’inhibiteur de hsTYR sur la base du squelette auronel31.

R=H Altilisin H
R = OCHj; Altilisin |

Altilisin J

Schéma 9 : Aurones géranyles : Altisilin H, I et |
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Quelques années plus tard, en 2012, Mai & al33 identifient trois nouvelles aurones
géranylées d’origine naturelle (respectivement Altisilin H, I et ] - Schéma 9) provenant
d’extraits méthanoliques de feuilles d’Artocarpus altilis (Moracées, plante présente dans
les régions tropicales d’Asie) et qui possedent une activité anti-tyrosinase sur mTYR

associée a une ICso de 80-100 pM.

La méme année Dubois & al.124 étudient les effets de substitution des aurones sur 'activité
de tyrosinase de champignon (abTYR). Cette série d’aurones contient un hydroxyle fixe
sur le cycle A en position 6 ainsi que la présence d’un ou deux hydroxyles sur les positions
2’, 3" et 4’ sur le cycle B, permettant de générer entre autres des motifs monophénol,
catéchol ou résorcinol. Cette étude montre que les aurones peuvent adopter plusieurs
comportements (substrat coopératif, activateur hyperbolique et inhibiteur mixte). En
effet, les composés de type 4’-hydroxy ou 3’,4’-hydroxy se comportent comme des
substrats et non des inhibiteurs puisqu’ils sont progressivement oxydés en quinone au
contact de abTYR. IIs parviennent également a produire un premier composé « hybride »
comme inhibiteur potentiel de abTYR (ICso = 1,5 puM) sur la base du squelette aurone en
ajoutant un motif 2-hydroxypyridine N-oxide (HOPNO) sur le cycle B. Cette étude est
complétée deux ans plus tard avec une librairie de 24 composés synthétisés et testés sur
deux cibles différentes, I'une provenant de champignon (abTYR) et l'autre d’origine
bactérienne (saTYR, issue de Streptomyces antibioticus)122. Certains de ces composés sont
également testés sur paTYR (Polyporus arcularius) qui est présente sous une seule forme

d’isoenzyme a l'inverse de abTYR (précisé plus haut)123, (Tableau 5).

Les résultats ont montré que les aurones avaient un comportement de substrat ou
d’inhibiteur d'une cible a l'autre, avec une différence importante concernant les
activateurs. Les valeurs obtenues (non présentées) pour les aurones en tant que substrats
ou inhibiteurs varient significativement, mettant en lumiere des différences d’affinité
entre enzymes issues d’especes proches. Ces études ont également permis de mettre en
avant la capacité d’inhibition des aurones contenant un motif résorcinol contre les
tyrosinases de champignons et de bactéries, ainsi que la forte influence de la substitution

du cycle A sur le niveau d’activité22. (Schéma 7 - pointillés rouges).

66



CHAPITRE I : Introduction
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Tableau 5 : Comportement d’aurones polyhydroxylées testées sur deux tyrosinases de champignons (abTYR
et paTYR) et une tyrosinase de bactérie (saTYR). N : Non-actif, A : Activateur, I : Inhibiteur, S : Substrat. Les
pointillés rouges représentent la capacité générale d’inhibition du motif résorcinol.

Toutes ces recherches ont conduit le laboratoire a étudier d’'une part les capacités
d’inhibition de la tyrosinase humaine par des aurones « hybrides » contenant le motif
HOPNO ; et d’autre part, a évaluer les capacités de chélation du motif résorcinol comme

cycle B non oxydable sur les aurones.
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1. Travaux antérieurs

Basé sur les travaux menés au laboratoire dans le cadre du doctorat du Dr. Romain
Haudecoeur sur la conception et I'’étude de nouveaux inhibiteurs potentiels de la
tyrosinase, de nombreux inhibiteurs ont a ce jour été testés sur tyrosinase de champignon
abTyY (issue d’Agaricus bisporus). L'enzyme étant particulierement difficile a exprimer et
a purifier, les tests sur tyrosinase humaine sont rares et coiiteux. Des travaux réalisés via
une collaboration entre l'université d’Aix Marseille avec le Dr. Marius Réglier et
I'université Grenoble Alpes avec le Dr. Catherine Belle ont permis d’identifier le motif 2-
hydroxypyridine-N-oxyde (HOPNO) (Schéma 10), qui est un nouveau motif chélateur du
centre binucléaire a cuivre mimant I’état de transition de 'oxydation des catéchols et par
conséquent qui ne peut pas étre oxydé par la tyrosinase. Ce motif seul est un bon
inhibiteur compétitif de la tyrosinase de champignon (ICso = 1,16 pM et Ki= 1,8 uM), mais
ne saurait représenter un inhibiteur en raison de sa faible sélectivité due a sa taille, et de
sa faible activité sur l'enzyme humaine (Ki = 128 puM). Dans cette optique le Dr.
Haudecoeur a réalisé la synthese d’'un hybride aurone-HOPNO, en couplant une 6-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one et le motif HOPNO. Ce méme composé a été testé21.8% sur
abTyY ainsi que sur enzyme isolée hsTYR, sur lysat de cellule de mélanome humain MNT-

1 lysées et sur cellules entieres (Schéma 10 et Tableau 6).

e A
hsTY purifiée : 128 + 2 uyM
IC50 4 MNT-1 Lysats : 1300 + 100 pM
MNT-1 cellule entiéres : 150 £ 20 uM
O
o}
@
@
HOPNO Re |/O _ 50 : Rg= OH; Ry=H
(o3 51:Rg=H; Ry =0OH
52 : Rg=R4=0H
RG(;E} .
R, ©
Benzofuran-3(2H)-one

Schéma 10 : Aurones 50-52 testées sur enzyme purifiée, lysats de mélanome et cellules entiéres

Ces résultats montrent la meilleure activité contre la hsTYR obtenue au laboratoire avec

le composé 50. Actuellement, le composé 50 et le thiamidol sont les seules molécules
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ayant atteint des valeurs de K; de 'ordre de la centaine de nanomolaire contre hsTYR.
Néanmoins, ces résultats suggerent une faible capacité du composé hybride 50 a traverser
les membranes cellulaires, s’expliquant par I'équilibre tautomérique entre la N-hydroxy-

2-pyridinone et la 2-hydroxypyridine-N-oxyde, qui produit un caractére partiellement

Zwitterionique.
50 51 52
ICso (UM) Ki (nM) ICso (uM) Ki (pM) ICso (uM) Ki (nM)
abTY - 9
hsTYR purifiée - 0.35 = 0.04 - 1.02 £ 0.04 - 1.2+02
MNT-1 lysats 16.6 £ 0.3 - 302 - 34+3
MNT-1 cellules entiéres  85.3 + 0.6 - 120+ 10 - 1191

Tableau 6 : Valeur des ICso et des Ki des dérivé 50-52 testées sur abTY/hsTY isolées et sur lysat/cellule
MNT-1

Il souffre aussi d’'une faible solubilité dans I'’eau. Les résultats obtenus combinés a des
études de QM /MM ont permis de mettre en évidence des interactions entre les aurones et
les tyrosinases!??, conduisant le laboratoire a se tourner vers la synthese de nouveaux
composés. Cette nouvelle série sera centrée sur la modification de motifs non oxydables

sur le cycle B, capables d’induire un ancrage solide dans le site actif (Schéma 11).

f’\

Ser380 hsTY Histidine
/“ O dicopper) Residues

Lys306f .Z_OH&Ocenter
Ho J

His304 k Y _/ _‘/Val377

Asn364

Arg308

Schéma 11 : Aurone 50 (Z)-1-hydroxy-5-((6-hydroxy-3-oxobenzofuran-2(3H)-ylidene)methyl)-pyridin-2-one

en interaction avec les résidus éloignés du site actif et le centre a cuivre

Elle inclura des groupements sur le cycle A favorisant les interactions localisées dans une

boucle distante et flexible 302-310 du site actif (spécifique de hsTYR) composée
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notamment des résidus polaires His304, Lys306 et Arg308. D’autres modifications sont
en outre prévues sur le cycle C, a proximité du résidu Ile368, afin d’explorer I'impact de

squelettes voisins des aurones (Schéma 11).

Comme indiqué dans le Chapitre I, la littérature contient de nombreux inhibiteurs
d’abTY, une enzyme facilement accessible commercialement. En revanche, le
développement d’inhibiteurs de hsTYR est encore une thématique balbutiante. Seule une
poignée d’études récentes s’appuient sur ce type d’évaluation. C’est pourquoi nous
souhaitons explorer le site actif de hsTYR en vue de développer des molécules plus
spécifiques et plus actives, en favorisant les interactions avec les résidus éloignés du

centre a cuivre.

2. Premier objectif : Synthese de nouvelles séries

En premier lieu, sur la base des résultats obtenus, le premier objectif sera de réaliser
une série d’analogues, dans la continuité du développement de dérivés contenant un motif
commun de type « résorcinol » présent sur le cycle B. Il s’agira de la série principale de
notre chimiothéque (Schéma 12). Ce motif est bien connu pour étre difficilement
oxydable par 'enzyme. En outre, il constitue le groupement de fixation au centre a cuivre
dans le cas du thiamidol, le meilleur inhibiteur actuellement décrit. Des motifs alternatifs

seront congus et constitueront de petites séries annexes.

( A
OH

@R b4

O

Schéma 12 : Squelette d’une aurone avec modifications du cycle A & B
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Les tests biologiques seront d’abord réalisés sur lysats de cellule de mélanome humain
MNT-1 au laboratoire, puis les premiers résultats permettront de déterminer les ICso de
tous nos composés. Ces investigations orienteront nos synthéses vers des composés plus
sélectifs/actifs et plus prometteurs, évalués a travers une batterie de tests sur cellules,
enzyme isolée et test de cytotoxicité, en collaboration avec I'Université d’Aix-Marseille et
avec le Technion - Israel Institute of Technology d’'Haifa (Israel). De maniére générale, les
aurones ne représentent pas une classe de composés cytotoxiques34. Okombi & al.131 ont
également montré que plusieurs dérivés d’aurones, testés chez le rat via ingestion oral et
chez le lapin pour des tests d’irritations oculaire et dermatologique aiguél3! se sont
révélés peu toxiques. Aucun effet nocif n’a été relevé, ce qui fait des aurones a priori des

candidats viables pour ce projet.

I. Conception du test sur lysats MNT-1 pour orienter les syntheses

Les tests in vitro ont été réalisés sur des lysats cellulaires de mélanome
neuroectodermique humain MNT-1 (fournis par Marc Maresca de I'Université Aix-
Marseille). En plus d’étre facilement cultivables, ces cellules sont d’origine humaine et
surexpriment hsTYR, a 'inverse d’autres lignées cellulaires qui expriment la tyrosinase a

des niveaux plus faibles comme les cellules NHEK/NHEM.

Dans un premier temps, les cellules MNT-1 congelées sont lysées dans un tampon de lyse
PBS/Triton 1X, puis le surnageant, séparé du culot via une centrifugation, est récupéré
puis dilué, de facon a obtenir un volume suffisant pour réaliser une plaque 96 puits. Les
inhibiteurs sont ensuite dilués a partir d'une solution mere de facon a obtenir une courbe

a sept points permettant de déterminer les ICso.

L’absorption de la lumiére a 600 nm par les molécules formées dans les puits est mesurée.
Elle est dépendante de la transformation du substrat, le L-DOPA, en mélanine et
intermédiaires de la mélanogeneése : ainsi, la formation de ces especes est quantifiée en
temps réel. Il est également possible de réaliser les lectures a 475 nm en mesurant la

formation de dopachrome, ce qui avait été envisagé initialement, mais certaines aurones
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et autres indigoides absorbent a cette longueur d’onde et interférent avec les mesures. La
lecture a 600 nm nous a permis d’observer la formation de mélanine et de nous affranchir
de cette contrainte. Lorsqu’un inhibiteur est peu ou pas actif, il est possible d’observer la
formation de mélanine a I'ceil nu, qui provoque un noircissement des puits. Ces résultats

sont traités par GraphPad Prism afin de déterminer les ICso.

II. Générations successives d’'inhibiteurs de la série principale :

Résorcinol

1. Modulation du cycle A

En accord avec les travaux antérieurs, des modifications avaient déja été effectuées
permettant d’introduire des substituants capables de former des liaisons hydrogenes
avec les résidus polaires du site actif. Pour cela, des aurones hydroxylées,
polyhydroxylées, méthoxylées ou o-alkylés sur les positions du cycle A, avaient déja été
synthétisées. Ces aurones (Schéma 13) ont par la suite été testées lors d'une premiere

campagne.

53:R;=Rs=Rg=R;=H
54:R,=OH;Rs=Rg=R;=H

55: R4 =H; Rg=0H; Rg=R;=H
56:R,=Rs=H; Rg= OH; R; = H
57:R4=R5=H;R6=0M9;R7=H

58 : R4=R5=H; R6=OBU;R7=H
59 : R, = Rs = Rg = H; R; = OH

60 : R, = Rs = Rg = H; R; = OMe

61: R, = OH; Ry = Rg = OH; Ry = H
62 : R4, = OMe; R; = Rg=OMe; R;=H
63:R, = Rs = H; Rg = OH; R; = OH
64 : Ry = Ry = H; Rg = OMe; R; = OMe

Schéma 13 : Structure des composés 53-64 (Modification du cycle A)

~

A premiere vue, en cohérence avec les observations réalisées sur le composé 50, il
semblerait que la présence d’un hydroxyle sur le cycle A en position 6 soit bénéfique pour
'activité. En effet, contrairement a I'aurone 53 (ICso = 18 * 2 pM), sans hydroxyle,

I'analogue 56 fait partie des composés les plus actifs de la série (ICso = 6,4 + 0,8 uM)
(Graphique 1).
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ICs50 (LM)
120
100 100
100

100
80
60
40 25
18 = 19
2 ".5,4 69 [ | 157 | 77 || 118
o mml_Hm N

53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64

o

Graphique 1 : ICso des composés 53-64 déterminés sur lysats cellulaires MNT-1

C’est également le cas pour I'analogue 57 méthoxylé dans la méme position (ICso = 6,9 *
0,4 uM), al'inverse du composé 58 alkylé par un butyle (ICso > 100 uM), laissant supposer
que la taille de la chaine a cette position joue un role crucial dans I'activité. Les dérivés 54
et 55 présentant un hydroxyle en positions 4 (ICso = 25 + 2 uM) et 5 (ICso =19 + 1 uM) ont
été écartés. Les composés dihydroxylés en position 4,6 ou 6,7, respectivement 61 (ICso =
7,7 £ 0,8 uM) et 62 (ICso > 100 uM), se sont avérés moins actifs que leurs analogues

monohydroxylés 56 et 59 (Schéma 14).

( )
120 ICs50 (LM)
100
100
80
60
37
40
65 : R4 = H; Rg = NMe, 18,4
66 : R, = H; Rg = NH, 20 9 .
67 : R4 = OH; Rg = NMe, =
68 : Ry = OH; Rg = Morpholino 0
4 y, 65 66 67 68
Schéma 14 : Structure des composés 65-68 Graphique 2 : ICso des composés 65-68 déterminés
(Modifications du cycle A) sur lysats cellulaires MNT-1

Ces résultats préliminaires nous ont permis de guider nos premieres modulations, en
particulier sur la position 6 avec des groupements : diméthylamino et amino, pouvant
former des liaisons hydrogénes avec des résidus a proximité.
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Ces modifications prévues pour favoriser les liaisons hydrogenes entre 1'azote et les
résidus éloignés de la boucle His304, Lys306 et Arg308, se sont révélées peu efficaces,
excepté pour 66 (ICso =9 + 0,7 uM), qui présente une amine primaire plus polaire que les
amines alkylées. L’activité de 67 provient probablement de la contribution de ’hydroxyle
en position 4, dont la valeur d’ICso (18,4 + 0,7 uM) est proche de celle du composé 54 ;
I’évaluation du dérivé 65 confirme cette tendance, puisque le groupement N-
diméthylamino seul sur le cycle A en position 6 n'apporte pas d’activité. Un groupement
morpholino a également été introduit a la méme position. En effet, ce groupement a été
identifié comme capable de cibler spécifiquement les mélanosomes grace a son caractere
acido-basique lui permettant de s’accumuler spécifiquement!35. Néanmoins l'activité du

dérivé 68 (ICso = 37 + 2 uM) reste faible (Graphique 2).

Ces résultats nous indiquent que la présence de groupements polaires et protiques
(hydroxyle ou amine primaire) est favorable pour interagir avec les résidus a proximité
du cycle A, ce qui reste cohérent avec '’hypothése d’une interaction avec la boucle flexible

302-310 (Schéma 14).

Il a également été envisagé d’'introduire des groupements halogénures (fluor et iode) sur
ce méme cycle a différentes positions. Cette approche se base sur I'analogie qui existe
entre une liaison hydrogene et une liaison halogéne : il s’agit la aussi d’une interaction
entre un donneur et un accepteur d’électron. A l'inverse d’une liaison classique ou
I’hydrogene joue le role d’accepteur d’électron, en acceptant une densité électronique
provenant d’'un atome plus électronégatif, comme l'oxygene ou l'azote, ici I'accepteur
d’électron’36 est l'halogene. C'est dans cette optique que trois composés ont été

synthétisés (Schéma 15).

( N\
ICs0 (LM
>100
100 88
50 32
69:R,;=H; Rg=OH; R, =1
70:R,=H;Rg=Cl; R, =H 0
71:R,=F;Rg=F;R;=H 69 70 71
\ J

Schéma 15 : Structure des composés 69-71 Graphique 3 : ICso des composés 69-71 déterminés

(Modifications du cycle A) sur lysats cellulaires MNT-1 77
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Parmi les trois dérivés halogénés 69-71 ci-dessus, seul le dérivé 69 présente une faible
activité (ICso = 32 + 1 puM). Néanmoins la présence de I'’hydroxyle en position 6, indique
que l'iode pourrait ne pas étre un choix judicieux car sans présence d’iode sur le cycle A,
les valeurs d’inhibition sont meilleures avec le composé 56. La synthese de composés

halogénés sur le cycle A n’a donc pas été poursuivie (Graphique 3).

La structure du composé 59 (ICso = 1,57 + 0,09 uM), avec un hydroxyle en position 7, s’est
enfin avérée particulierement intéressante. Elle a servi de point de départ pour la
synthese de nouveaux composés avec des hydroxyles en position 6 ou 7. L'identification
de ces substituants optimaux sur le cycle A ont constitué un jalon important pour élargir
le champ de recherche vers de nouveaux composés modifiés sur le cycle C, incluant
notamment le remplacement de I'oxygene intracyclique par d’autres hétéroatomes et la

suppression du carbonyle.

2. Modulation du cycle C

a) Sans substituant sur le cycle A

Ces modulations ont été réalisées a titre exploratoire, sans substituant sur le cycle A pour
des raisons de facilité de synthese. C’est dans cette optique qu’'une série de composés

présentant divers hétéroatomes sur le cycle C a été congus (Schéma 16).

\

. N
72:X=CHy Z=C

73:X=C-CH3;Z=C OH
74:X=C=0;Z=C

75:X=C=0;Z=N @

76 : X=NH;Z=N |)<\
77:X=NH;Z=C CZ" OH
78: X=NMe;Z=C

79 : X=NPropyl; Z=C o)
80:X=S;Z=C

J

Schéma 16 : Structure des composés 72-80 (Modifications du cycle C)

Parmi les composés testés jusqu’ici, aucune modification n’a été effectuée sur le cycle C:
en effet, I'oxygene intracyclique ainsi que la double liaison étaient présents sur la totalité

des aurones 53-71. La présence d’atomes moins volumineux et sans doublet électronique
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libre comme le carbone s’est avérée étre une excellente piste pour poursuivre nos
investigations comme l'indique le dérivé 72 (ICso = 5,8 + 0,6 uM), plus actif que son
analogue 53 (Graphique 4). A partir du synthon 2,3-dihydro-1H-inden-1-one, la synthése
des dérivés 73 (ICso = 8,2 £ 0,3 uM) et 74 (ICs0>100 pM) a été réalisée. Il semblerait que
la présence d'un carbonyle supplémentaire sur 74 fasse diminuer I'activité ; cela pourrait
s’expliquer par le caractére polaire, aprotique du groupement et sa géométrie plane, mais
aussi par la conjugaison de la double liaison avec les deux carbonyles, pouvant générer
une charge supplémentaire cette fois-ci en position 1 de I'indanone. Cette tendance s’est
confirmée avec le composé 75, contenant lui aussi un carbonyle en position 1 (>100 uM).
Il contient également un azote intracyclique, permettant de s’affranchir de la double
liaison et ainsi permettre la rotation du cycle B, ce qui est impossible avec les aurones
classiques. Cette libre rotation que l'on retrouve également avec 76 (ICso >100 uM),
confirme les résultats précédents : elle ne semble pas étre bénéfique, méme avec 76 qui

présente un azote intracyclique a la place de 'oxygene (Schéma 16).
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Graphique 4 : ICso des composés 72-80 déterminés sur lysats cellulaires MNT-1

Le composé 73 (ICso = 8.2 £ 0,3 uM), qui contient cette fois-ci un carbone asymétrique
portant un méthyle en position 1, a été testé en mélange racémique. Initialement
envisagée, la séparation des deux énantiomeres pour évaluer I'impact des configurations
R et S n’a pas été réalisée faute de temps. Néanmoins, ces premieres informations nous
montrent que la présence d'un groupement apolaire aprotique sortant du plan de la

molécule, ici porté par un carbone, pourrait étre bénéfique pour I'activité et permettre
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d’augmenter les interactions hydrophobes avec des résidus du site actif comme Ile368,

supposément proche du cycle C.

Nos recherches nous ont ensuite menés vers les familles des hémithioindigos (HTI) et
hémiindigos (HI), des alternatives respectivement soufrées et azotées des aurones. Ces
familles de composés présentent certaines particularités photochimiques intéressantes
pour notre projet, détaillées plus bas dans « Caractéristiques et Fluorescences », mais
surtout leurs propriétés biologiques sont encore peu connues et pourraient présenter un

potentiel pour le développement d’inhibiteurs de la hsTYR.

Le premier HI testé, 77 (ICso = 12,7 + 0,7 uM), s’est montré un peu plus actif que son
analogue 53. Ces résultats ainsi que les observations précédentes ont abouti a la synthese
des composés 78 et 79 sur lesquels I'azote a été méthylé (composé 78, ICso= 55 + 6 uM)
et propylé (composé 79, ICso > 100 uM) (Graphique 4). La longueur de la chaine alkyle
est un facteur sensible pour l'activité puisqu'une chaine trop longue semble diminuer
'activité, comme le montre le composé 79 comparé a 78. La baisse d’activité de 78
comparé a 73 peut se justifier par la position du méthyle dans 'espace. En effet, l1a valeur
de I'angle diedre du composé 73 est de + 109,8° dii au carbone asymétrique, nettement

différent de la valeur de 'angle diedre de 78 égale a 0°.

Par la suite, les syntheses se sont axées vers le développement d’'HTIs. En effet, le
remplacement de l'oxygéne par un soufre permet d’évaluer l'effet d'un atome plus
volumineux (rayon de 100 pm contre 60 pm) et moins électronégatif (2,58 contre 3,44),

avec un effet possible des orbitales 3d dans I'interaction.

Le premier HTI isolé (composé 80) s’est montré tout aussi actif (ICso = 5,9 + 0,4) que
I'indanone 72 et plus actif que I'HI 77. Ces nouvelles informations nous ont amené a
modifier le cycle A de ces nouveaux hémiindigoides, en ajoutant des hydroxyles aux

positions 6 et 7, qui se sont déja révélés favorables (Schéma 13).

b) Avec substituants présents sur le cycle A

Sur la base des résultats précédents, trois séries d’hémiindigoides ont été préparées,

contenant respectivement un carbone, un azote et un soufre intracyclique (Schéma 17).
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Les synthons de départ pour la synthese des indanones étant facilement accessibles
commercialement, le composé 82 a été rapidement synthétisé puis comparé avec les
composés 81 et 83 déja disponibles au laboratoire (Graphique 5). Les résultats ont
confirmé nos attentes : en effet les dérivés 81 et 82 (respectivement ICso= 3,4 + 0,2 uM et
1,6 £ 0,2 uM) se sont avérés plus actifs que I'analogue 72 sans substituant ; mais similaires
aux aurones 56 et 59. Ces résultats renforcent une nouvelle fois 'intérét d’obtenir des
dérivés substitués avec des hydroxyles en position 6 ou 7, y compris avec des cycles C
modifiés. Quant au composé 83 également testé, on retrouve une valeur d’ICso (7,4 + 0,6

uM) quasi identique a son analogue 61 (Schéma 13).

81:X=CH2;R4=R5=H;R6=OH;R7=H
82:X =CH,; Ry = R; = Rg = H; R, = OH
83:X=CH2;R4=OH;R5=H;R6=OH;R7=H
84:X=N;R,=Rs=H;Rs=OH; Ry = H
85:X=S;R4=R5=H; R6=H;R7=0H

86:X =S; Ry = Rs = H; Rg = OH; R; = H
87:X=S;R4=H;R5=OH;R6=R7=H
88:X=8; R;=R5=Rg=H; R;,=COOH

Schéma 17 : Structure des composés 81-88 (Modifications du cycle A & C)
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Graphique 5 : ICso des composés 81-88 déterminés sur lysats cellulaires MNT-1

L’introduction d’'un hydroxyle en position 6, sur I'hemiindigo 84 (ICso= 2,3 + 0,3) a permis
de diviser par trois la valeur de 1'lCso du dérivé 77. L'introduction d’'un hydroxyle en
position 7 sur I'HI n’a malheureusement pas pu étre effectuée par manque de temps, mais

aurait constitué une perspective trés prometteuse a court terme. Contrairement aux
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hémiindigos, les HTIs 85 et 86 contenant un hydroxyle en position 6 ou 7 (respectivement
ICso = 48 + 3 uM et ICso = 5,8 £ 0,4 pM) n’ont pas permis d’améliorer l'activité de
I’hemithioindigo 80 (ICso = 5,9 * 0,4) qui ne présente aucun hydroxyle sur son cycle A.
L’introduction d’'un phénol en position 7 n’a pas mené a une meilleure activité, I'lCso de
85 étant quasiment 10 fois supérieure a celle de 80. L’'introduction d’'un phénol en
position 5 sur I'hémiindigo n’a pas été effectuée étant donné le faible potentiel de

I’hémithioindigo correspondant 87 (ICso = 37 * 2 uM).

Egalement en position 7, I'introduction d’un acide carboxylique a été réalisée mais
I'analogue 88 obtenu s’est révélé inactif. Ce composé 88 ouvre cependant la voie a des

modulations ultérieures sous forme d’amine ou d’ester.

Ces résultats confirment la tendance des premieres valeurs d’ICso obtenues sur les
aurones monohydroxylées en position 6 et 7, ce qui nous a poussé a orienter nos
syntheses vers des composés contenant un hydroxyle en position 7 préférentiellement.
En effet, 'analyse des relations structure-activité montre clairement que ces positions

semblent essentielles pour améliorer 'activité des composés contre hsTYR.

Jusqu'ici nous avions concentré nos efforts sur la synthese de composés se rapprochant
du squelette des aurones, alors que d’autres flavonoides se rapprochant de ce squelette

pourraient également avoir une activité contre hsTYR.

c) Activité d’autres Flavonoides (chalcone/flavone)

Ces analogues s’inscrivent également dans la synthese de composés contenant un cycle B

avec le motif résorcinol mais dont le cycle central C est fortement modifié.

Les chalcones et les flavones font partie, comme les aurones, des flavonoides d’origine
végétale. Une chalcone 89 et une flavone 90 ont été testées sur lysat de cellule MNT-1 afin
de comparer leur potentiel avec celui des aurones et ainsi s’assurer de 'apport particulier

de ce dernier squelette (Schéma 18).
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e A
Chalcone Flavone
OH
OH OH
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(0] OH
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Schéma 18 : Structure des composés 89-90 (Modifications du cycle C)

Aucun des flavonoides 89 ou 90 n’a montré une quelconque activité. Néanmoins, ces
résultats ont confirmé que les trois flavonoides, qui partagent des substitutions similaires,
montrent des différences d’activité trés importantes. Ainsi, seul le squelette aurone

semble étre actif contre hsTYR.

d) Activité des Benzofuranes

Ces composés se rapprochent fortement d'un squelette aurone, puisqu’ils contiennent
trois cycles notés par analogie avec les aurones A, B et C, ainsi qu'un phénol en position 7,
introduit sur la base des résultats collectés jusqu'ici (Schéma 19). A l'inverse des
hémiindigoides de cette librairie, la cétone intracyclique n’est pas présente sur ces
dérivés. En effet le but est de remplacer cette cétone par d’autres groupements : soit en la
supprimant par une réduction comme sur 91 (ICso > 100), soit en synthétisant des
composés comme 92 et 93 (ICs0> 100), en greffant des groupements apolaires comme un
méthyle ou polaire comme une amine primaire. La syntheése de ce type de composé
entraine non seulement la suppression de la cétone qui favorise I'aromaticité du cycle C
mais aussi l'introduction d’'un carbonyle a la place du proton vinylique des aurones,
maintenant le caractére plan des indigoides. Ceci permet d’explorer de nouvelles
interactions potentielles et de déterminer sila présence de la double liaison et de la cétone

est nécessaire pour l'activité (Graphique 6).
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Graphique 6 : ICso des composés 91-93 déterminés
sur lysats cellulaires MNT-1
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Schéma 19 : Structure des composés 91-93
(Modifications du cycle C)

Ces résultats préliminaires tendent a établir un lien défavorable entre les modifications

proposées et l'activité. Cependant, pour établir un lien clair et direct, il faudrait poursuivre

ces syntheses afin d’isoler des dérivés ne contenant pas de carbonyle en Rz comme les

exemples 94 et 95 qui permettraient de comparer directement les modifications en

position 3 avec I'aurone correspondante (Schéma 20).

Pour cela, des essais de réduction des cétones des composés 92 et 93 sont en cours.

OH
DO
NH,
95

Schéma 20 : Structure des futurs composés 94 & 95

II1. Générations successives d’inhibiteurs de séries annexes

Ces nouvelles séries s’inscrivent dans la conception de nouveaux cycles B, afin d’obtenir

de nouveaux motifs non oxydables comme chélateurs du cuivre, capables d’améliorer les

capacités d’inhibition des composés actuels.
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1. Série diméthylamino

Cette série a été développée pour plusieurs raisons: d’'une part pour les capacités
d’inhibition déja connues contre la tyrosinase de champignon37 de dérivés présentant un
motif diméthylamino, et d’autre part pour mimer un motif aminé d’histidine pour

favoriser les interactions avec le centre a cuivre38 (Schéma 21).

Cette série s’est montrée inefficace contre hsTYR. En effet sur les deux composés

synthétisés, aucun n’a montré une activité contre la cible (ICso >100 puM) (Graphique 7).

s N )
IC50 (LM) N—
150
>100 >100 R O
100 @ O __
C
50 o)
0 96: R=H
9% 97 L 97 :R=0OH
Graphique 7 : ICso des composés 96 & 97 déterminés Schéma 21 : Structure des composés 96 & 97
sur lysats cellulaires MNT-1 (Modifications du cycle B)

2. Série halogénée

Cette série a été imaginée a partir des travaux de Ferro & al.13° portant sur I'inhibition de
abTy, qui ont permis d’obtenir des cristaux montrant que le fluor se situait en interaction
avec le centre a cuivre (Schéma 22). Cette position est favorisée par des interactions de
tt-stacking avec 'histidine 208 et le fluorobenzyle de 1a molécule co-cristallisée. D’apres
’étude, le fluor permettrait de stopper I'activité enzymatique en empéchant I'oxygene de

se lier au site actif.
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HMis208

His204

-

Schéma 22 : Modélisation moléculaire du fluorobenzyle stabilisé par m-stacking avec I'histidine 208 dans le

site actif de abTY139

Une nouvelle série de treize dérivés halogénés a ainsi été constituée avec différents
atomes d’halogéne, avec la présence ou non de substituants hydroxyle/méthoxyle sur le

cycle A (Schéma 23).

98:R,=F;Ry’ =R,/ =R,=Rg=R;=H
99:R,=H;Ry'=F; Ry =R,=Rg=R, = H
100:R2'=R3'=H;R4'=F; R4=R6= R7=H

101: Ry = Ry = H; Ry’ = F; R, = H; Rg = OH; R, = H
102: Ry = Ry = H; Ry’ = F; R, = OH; Rg = OH; R, = H
103 : R, = R;3'=H; Ry =F; R4 = OMe; Rg = OMe; R;=H
104: R, =R;' = H; Ry =F; R, =Rg = H; R; = OH
105:R2'=Br;R3'=R4'=R4=R6=R7=H

106 : Ry =H; Ry =Br; Ry =R, =Rg =R, = H

107 : Ry’ =Ry = H; Ry = Br; Ry = Rg = R; = H
108:R2'=c|;R3'=R4'=R4=RG=R1=H

109 : R, = H; Ry = Cl; Ry’ = Ry = Rg = R; = H

110 : Ry =R;'=H; R/ = Cl; R, =Rg =R, = H

Schéma 23 : Structure des composés 98-110 (Modification du cycle A & B)

Toutes les positions du cycle B ont été explorées avec trois halogenes différents, le fluor
(98-104), comme mentionné dans les travaux de Ferro & al, mais également le brome
(105-107) et le chlore (108-110). En effet, les atomes d’halogene présentent des rayons

atomiques variés et peuvent par conséquent interagir différemment avec les centres a
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cuivres de différentes tyrosinases, qui ne sont pas identiques. Les positions du cycle A ont
également été fonctionnalisées avec des hydroxyles dans les positions 6 ou 7, uniquement
pour les dérivés avec le fluor en position 4’ (101 et 104). Le composé 102 contient quant

a lui deux hydroxyles en positions 4 et 6.

Enfin, le composé 103, déja disponible au laboratoire et qui représente l'analogue
méthoxylé du dérivé 102, a également été évalué. Malheureusement, aucun des composés

de cette série n’a montré une quelconque activité (ICso > 100 uM) (Graphique 8).
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Graphique 8 : ICso des composés 98-110 déterminés sur lysats cellulaires MNT-1

3. Série Catéchol/Résorcinol monométhoxylée

Cette série poursuit I'étude de nouveaux groupements présent sur le cycle B a partir des

motifs résorcinol et catéchol.

Ces motifs sont monohydroxylés en position 2’ pour le résorcinol et en 3’ pour le catéchol,
le phénol en position 4 étant laissé libre pour interagir avec le centre a cuivre. Les
composés 111-118 ont été synthétisés a partir de benzofuran-3(2H)-one, 6-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one, 2,3-dihydro-1H-inden-1-one et 5-hydroxy-2,3-dihydro-
1H-inden-1-one. Néanmoins, aucun des huit composés obtenus n’a montré une

quelconque activité (ICso > 100 uM) (Schéma 24 et Graphique 9).
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O; Ry'=H; R;'=0Me; R;'=0H; Rg=H
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X X X X

: X=CH,; Ry’=0Me; R;'=H; R,=0H; Rg=H
: X =CHj; Ry’ =0Me; R;'=H; Ry = Rg = OH
: X=CH,; Ry'=H; R;'=0Me; R,'=0OH; Rg=H
: X =CHj; Ry =H; R;' = OMe; Ry = Rg = OH

Schéma 24 : Structure des composés 59-66 (Modification du cycle A, B & C)

Il semblerait que la présence d’hydroxyle en position 2’ présent sur le résorcinol soit

fondamentale pour conserver 'activité. Les analogues 2’-méthoxy et 3’-méthoxy sont en

effet inactifs.
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Graphique 9 : ICso des composés 111-118 déterminés sur lysats cellulaires MNT-1

IV. Tests sur enzyme isolée des composés les plus prometteurs

Les résultats préliminaires obtenus sur lysat MNT-1 nous ont permis d’isoler deux

molécules analogues, 59 et 82 (ICso=1.57 £ 0.09 pM et 1.6 + 0.2 pM, respectivement). Ces

deux molécules ont été envoyées a l'institut de Technologie d’Haifa en Israél dans le but
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de déterminer leurs propriétés cinétiques sur I'’enzyme isolée hsTYR. Ce test réalisé en
collaboration avec l'institut technologique Technion en Israél, a été effectué sur des
cellules HEK-293TYR. Les résultats ont révélé que les dérivés 59 et 82 se comportaient
comme des dérivés majoritairement compétitifs avec des Kide 0.55 + 0.09 uM et 0.25 +
0.04 pM, respectivement (Figure 6). L’acide kojique a été utilisé comme référence. Les
valeurs ont montré que le Ki sur hsTYR issue de cellules HEK-293TYR était trois fois
supérieur (Ki = 1100 + 300 uM) a celui relevé sur hsTYR issue de cellules Sf9 (Ki; = 350 +
70 uM). Cette particularité montre que les valeurs de Ki peuvent varier d’un systéme a un

autre, en fonction du systeme d’expression de la tyrosinase (Tableau 7).

Vmax (umol

Inhibiteurs Type d’inhibition Ki (uM) Km (1M) min-t mg-1) Keat (s1) o
59 Compétitif (partiel)  0.55 * 0.09 143 +7 4.86 + 0.07 5.41
82 Compétitif (partie]) ~ 0.25 + 0.04 161+6 5.18 £ 0.06 5.78 3.0+0.1
Acide kojique Mixe 1100+300 310+20 52+0.1 5.8 0.16 + 0.05
Acide kojique
testé sur hsTYR Mixe 350 + 7072 0.73+0.19
provenant de
cellules sf9

Tableau 7 : Analyse cinétique des dérivés 59 et 82 - Acide kojique en référence - Testés sur cellule HEK-

293TYR

Les Ki des dérivés 59 et 82 sont du méme ordre que celui du thiamidol1%° (Ki= 0.25 uM),
le composé le plus actif identifié a ce jour. Ces valeurs sont nettement plus basses que
celles du 4-butylrésorcinol, du 4-hexylrésorcinol ou encore du 4-phényléthylrésorcinol

(Ki=9.1, 39 et 24 uM, respectivement).
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Figure 6 : Courbes de Michaelis-Menten et Lineweaver-Burk de hsTYR avec le L-DOPA comme substrat et
82 comme inhibiteur. Concentrations en L-DOPA : 65-1375 puM. Concentration de 82 (uM) : (a e )0, (b ?)
0.5, (c #) 2 et (d 0) 8. Toutes les mesures ont été réalisées en triplicats

V. Conclusion & Perspectives

Parmi tous les inhibiteurs synthétisés depuis le début de ce projet, plusieurs motifs sur le
cycle B ont été testés. A ce jour, seuls les composés contenant le motif 2,4-résorcinol
(Schéma 25 - en vert) sur le cycle B ont montré un ICso inférieur a 100 uM contre notre
cible, la tyrosinase humaine. Aucun autre motif chélateur du cuivre et non oxydable n’a

permis jusqu’ici d’obtenir des molécules actives au laboratoire.

L’étude des relations structure-activité du cycle A a révélé que l'introduction d’hydroxyles
en position 6 ou 7 conduisaient a des molécules plus actives (Schéma 25 - en rouge). Au
début de ce projet, seule la présence d'un hydroxyle en position 6 était connue pour étre
favorable a l'activité d’inhibition contre AsTYR, comme cela avait été observé avec
'aurone-HOPNO 50, présentant un hydroxyle a cette position. A I'issue de ce travail, la
position 7 semble trés prometteuse, comme le montre le composé 59 (ICso = 1.57 + 0.09
UM et Ki = 0.55 + 0.09 uM) qui est 'une des aurones les plus actives de notre librairie. En
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effet, la présence d’'un groupement de type polaire et protique semble favoriser les
interactions avec certains résidus de la seconde sphére de coordination du site actif tels

que la Lys306.

La modulation du cycle C a ensuite conduit au changement de I'oxygéne intracyclique par
un carbone et différents hétéroatomes : soufre et azote (Schéma 25 - en orange). Ces
modifications ont conduit a la découverte de 'inda-aurone 82 (ICso = 1.6 + 0.2 uM et Ki =
0.25 £ 0.04 pM), qui contient également un hydroxyle en position 7. Par ailleurs, une

importante tolérance a été observée quant a la nature de I'atome intracyclique.

N\

Présence d'hydroxyle en
position 6 ou 7

Motif 2,4-résorcinol

X=C,0,S,NH

Schéma 25 : Résumé de l'étude RSA

Cette librairie nous permet de dégager de nouvelles perspectives de structures pour de
nouveaux composés susceptibles d’étre plus actifs contre hsTYR. Pour confirmer ces
premiers résultats, nous pourrions synthétiser d’autres composés présentant des
groupements polaires et protiques en position 7 avec I'introduction d’'une amine primaire

ou secondaire, d'un acide carboxylique ou d’un thiol.
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3. Second objectif : Détermination des propriétés

de fluorescences des aurones préparées dans

le but de les utiliser comme sondes pour la

détection de hsTYR

I. Détection de la tyrosinase

Les premieres méthodes de reconnaissance spécifique de la tyrosinase se basaient sur des

tests colorimétriques traditionnels, mais ces techniques ont montré un seuil de sensibilité

limité140, Par la suite, d’autres méthodes de détection basées sur I'électrochimie ou des

nanoparticules ont été développées.

Ces techniques ont permis non seulement

d’augmenter la sensibilité des tests colorimétriques mais également la polyvalence de

détection141.142, Parmi les sondes développées, plusieurs exemples s’appuient sur une

stratégie de type turn-off (Schéma 26) qui consiste a mesurer I'extinction de fluorescence

concomitante a la transformation d’un substrat fluorescent par I'enzyme, souvent de type

phénol ou catéchol.
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Schéma 26 : Fonctionnement des sondes fluorescentes : turn-on, turn-off, ratiométrique
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Des stratégies innovantes basées sur les propriétés de quantums dots semi-conducteurs
(CdSe-ZnS) permettant de sonder l'activité de la tyrosinase ont ainsi fait leurs preuves
dans le développement de sondes biologiques!43. Bien que ces techniques soient
innovantes, d’autres sondes plus petites permettant d’augmenter la sensibilité, la
spécificité et surtout la compatibilité des sondes envers leurs cibles ont permis de limiter

la fluorescence résiduelle, qui reste importante avec cette approche.
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Schéma 27 : Mécanisme par clivage (a gauche). Mécanisme par interruption de PET (a droite)

Ces observations ont mené les chercheurs vers une stratégie inverse, dite turn-on
(Schéma 26), qui mesure 'apparition de fluorescence apres transformation d'un substrat
fluorogénique par I'enzyme. Ce concept fonctionne selon deux mécanismes principaux.
Un premier mécanisme par clivage est initié par oxydation du substrat (catéchol ou
phénol) présent sur la sonde, provoquant la libération du fluorophore et permettant
d’augmenter la fluorescence. Un second mécanisme d’interruption du PET (Photoinduced
Electron Transfer) consiste en un transfert d’électron a I’état excité entre le groupement
hydroxyphényle vers un autre motif. Ce transfert est interrompu lorsque le groupement
est oxydé par la tyrosinase pour donner une ortho-quinone, permettant alors d’observer

une fluorescencel44-146 (Schéma 27).

Cette approche présente quelques limitations liées aux motifs oxydables de type 3,4-
dihydroxyphényle ou 4-hydroxyphényle. Ces motifs peuvent également étre oxydés par
les ROS, des entités présentes en particulier dans le contexte cancéreux, et par conséquent
poser des problemes d’interférences. En effet, la détection de plusieurs especes avec de
tels motifs a été rapportée dans la littérature, telles que H202147, 02148 ou encore ONO2-
149 1] existe des moyens permettant de s’affranchir de ce type de limitations en s’écartant
des motifs présents sur les substrats des tyrosinases. C’est le cas par exemple du motif 3-
hydroxyphényle!>0. Néanmoins, dans le cas du ciblage de hsTYR, la présence d’autres
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enzymes de type oxydase comme la glucose oxydase ou hsTYRP1 qui est structurellement
proche de la hsTYR, peut amener a une compétition éventuelle avec I'oxydation du
substrat par hsTYR. De plus, les constantes cinétiques des tyrosinases de mammiferes
sont plus lentes: hsTYR est ainsi peu efficace pour oxyder les substrats naturels (L-
tyrosine ou L-DOPA) comme non-naturels (autres catéchols et phénols). A titre d’exemple,
la valeur du Km de la L-dopa sur la tyrosinase humaine est presque 3 fois inférieure (0,34

+ 0,03 mM) a celle de champignon (0,80 * 0,03 mM)72.

Une approche différente consiste a développer des sondes ratiométriques, se basant sur
un rapport d’intensités indépendant de la concentration. Cette derniere permet de
s’affranchir de lintensité de fluorescence qui est I'un des parametres les plus
communément mesurés, parfois responsables de résultats artéfactuels, directement liés
aux variations des concentrations locales. Certaines de ces sondes, a base de
naphtalimide, ont été développées pour détecter la tyrosinase et ont montré une
sélectivité et une sensibilité élevées : plusieurs d’entre elles ont été congues pour étre
utilisées en milieu aqueux, mais peu en milieu membranaire. Ces sondes peuvent étre

utilisées sur des systémes vivants pour I'étude de fonctions enzymatiques?>0.151,

D’autres sondes possedent des propriétés de fluorescence intrinseque. Ces sondes sont
sensibles aux changements que peut subir leur environnement local. Leur comportement
se manifeste par une variation d’intensité de fluorescence et de couleur lorsque leur
environnement est modifié, sans I'action extérieur d’'une enzyme ou réaction chimique52,
Elles associent souvent un groupement donneur et un groupement accepteur d’électrons.
Ce dipole crée un transfert de charge entre ces deux parties qui se produit a un état
hautement photoexcité, qui génere un effet push-pull (Schéma 28). Cet effet est controlé
par la polarité du solvant: souvent quenché dans des solvants protiques polaires en
raison du transfert d’électrons et du twisted intramolecular charge transfer (TCIT), il a

pleinement lieu dans des environnements apolaires et meéne a I’émission de fluorescence.
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Schéma 28 : Transfert de charge par effet push-pull

En raison de la sensibilité a la polarité des aurones, nous nous proposons de développer
a partir de ce squelette des sondes permettant de détecter hsTYR. En effet certaines
aurones possédent une fluorescence résiduelle dans I'eau qui augmente sensiblement
dans un milieu apolaire. Elles fournissent également un moyen simple et facile de
détection, non invasif, et ne provoquent pas de dommages collatéraux, contrairement a
certains fluorophores greffés (cytotoxicité, mauvaise pénétration cellulaire et/ou perte

d’affinité pour la cible).153.154 (Schéma 29).
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Schéma 29 : Design de sondes sensibles a un environnement précis

Nous avons obtenu des résultats préliminaires en exploitant les propriétés de I'aurone 54
connue comme ayant une activité contre abTY (ICso = 9 uM)119 dans une stratégie de type
turn-on. Comme nous l'attendions, nous avons observé une faible intensité de
fluorescence de l'aurone en solution (a 0,3 uM) dans un tampon Tris (en bleu). Apres
addition d’abTY, lintensité observée est 6 fois plus importante, montrant que
I'environnement de I'inhibiteur change lors de I'ajout d’'abTY (Schéma 30). En effet, le site
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actif de l'enzyme étant hydrophobe, l'effet push-pull est observé a travers une
augmentation de fluorescence. A noter que la structure et les propriétés photophysiques

de I'aurone ne sont pas optimales : il s’agit d'un premier test.
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Schéma 30 : Aurone 54, excitée a 423 nm dans un tampon Tris a pH 7.5, sans abTY (en bleu), avec abTY a 15
uM (rouge).
Diverses modifications des cycles A et B peuvent étre envisagées pour améliorer cet effet
push-pull et mieux observer la sonde a I'état « on ». Nous avons par conséquent synthétisé
de nouveaux cycles B comme indiqué plus haut dans la discussion. Parmi ces
optimisations, on retrouve notamment la présence de groupements amino ou hydroxyle
en position 4’ et méthoxyle en position 2’ ou 3’. En effet, le groupement amino en position
4’ est électrodonneur du fait de la disponibilité du doublet présent sur I'azote et permet
ainsi de générer par mésomérie la base de |'effet push-pull grace au caractere donneur-m-
accepteur. Il a également été rapporté que le motif benzofuranone était fortement
impliqué puisqu’il jouait le role d’accepteur et que son caractere électroattracteur pouvait
étre amplifié grace a certains substituants, eux-mémes électroattracteurs : F, CF3, ou NO2
par exemple, comme le montre le Schéma 28. Mais surtout ces groupements introduits
spécifiquement en position 4 meneraient a des dérivés fortement dipolaires conduisant a
des déplacements de Stokes plus larges qu’avec les sondes conventionnelles, critere

crucial pour des applications biologiques55156 (Schéma 31).
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Schéma 31 : Design de sonde avec des groupements électroattracteurs en position 4, amplifiant 'effet push-

pull

Ce deuxieme objectif a pour but de produire de nouvelles sondes intelligentes capables
de détecter la présence de hsTYR, en ciblant spécifiquement sa structure. Avec cette
approche nous souhaitions éviter les nombreuses limitations évoquées plus haut des
biocapteurs classiques consistant a détecter la capacité enzymatique d’'une protéine et
non sa présence. Le défi majeur consiste a maintenir l'affinité de nos composés les plus

actifs en améliorant leurs parametres photophysiques.

Avecles résultats préliminaires discutés précédemment, nous avons émis I’hypothese que
la présence du groupement phénol en position 4’ sur le résorcinol pourrait conserver le
potentiel donneur-m-accepteur présent avec les motifs amino. En effet, en plus de ses
capacités de chélation, ce motif non oxydable subit une déprotonation lors de sa liaison
aux atomes de cuivre, ouvrant la possibilité a une délocalisation de la densité

électronique.

II. Evaluation préliminaire des propriétés fluorescentes des molécules

actives.

Dans cette optique nous avons sélectionné quatorze de nos inhibiteurs les plus actifs
(série résorcinol), qui ont été placés sous l'effet de quatre solvants (Tampon, MeOH,
AcOEt, CH2Cl2) de polarité différente afin d’observer leur comportement. Leur longueur

d’onde d’absorption (Amax) a d’abord été déterminée a température ambiante dans chaque
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solvant sur un spectrometre SpectraMax ABS Plus, puis les échantillons ont été excités a
température ambiante aux Amax sur un spectrometre de fluorescence Fluoromax-4 afin de

déterminer les déplacements de Stokes et leur intensité de fluorescence.

Ces travaux restent préliminaires et s’effectuent sur des molécules non optimisées, afin

d’évaluer leur potentiel. Parmi ces composés se trouvent six aurones et cinq indanones

(Schéma 32).

Aurones; X=0 Indanones HTIs + HI

53:R4;=Rg=R;=H 72:R4=Rg=R;=H; X=CH, 80:R4,=Rg=R;=H; X=S
56 : R4 =H; Rg=0OH; R;=H 73 : R4 =Rg=R; =H; X=CHMe 84 : R4 =H; Rg=OH; R;=H; X=NH
59:R;=H; Rg=H; R; =0OH 81:R;=H; Rg=0OH; R;=H; X=CH, 86:R;=H;Rg=0OH;R;=H; X=8
60: Ry, =H; Rg=OMe; R;=H 82: R4 =Rg=H; R;=0H; X=CH,
66: R4 =H; Rg=NH,; R, =H 83 : Ry =0OH; Rg = OH; R; =H; X=CH,
119 : R4 = H; Rg = OH; R; = Me

\_ WV,

Schéma 32 : Structure des composés testés en fluorescence (Modifications du cycle A & C)

Effet de la polarité sur l'intensité de fluorescence Aem
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Graphique 10 : Effet de la polarité sur l'intensité de la fluorescence
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1. Les Aurones

De maniere générale, 'absorption des aurones 53-119 a montré un effet bathochrome
avec l'augmentation de la polarité du solvant (CH2Clz -> Tampon). On observe un
déplacement de 5 a 20 nm selon les substitutions. Néanmoins, il subsiste quelques
fluctuations, lorsqu’il s’agit de comparer les valeurs relevées dans le dichlorométhane
(CH2Cl2) et l'acétate d’éthyle (AcOEt). En effet, les valeurs enregistrées pour le
dichlorométhane (solvant le plus apolaire de notre test) sont supérieures ou égales a

celles relevées pour 'acétate d’éthyle, plus polaire (Graphique 11). Ces résultats sont

similaires a I'étude d’Espinosa-Bustos & al1%6. Il en est de méme pour les maxima
d’absorbance, plus élevés pour les composés 53, 59 et 60 dans le dichlorométhane et bien
plus faibles dans le tampon (eau). A I'inverse, pour les composés 56 et 119 I'absorption

augmente avec la polarité. (Graphique 15 - Annexe p.259).

Effet de la polarité sur la longueur d'onde d'absorption Amax
des Aurones 53-119

450
440

440
430 430

430 425 425 425 425

415 415415

20420
420
410 410410 410
41 405 405 405 405405
400 400
40
390

39

38

37

360

53 6 59 60 119

5 66

Amax en nm
o o o o

o

B Tampon & MeOH AcOEt CH2CI2

Graphique 11 : Mesure des Amax des composés 53-119 dans 4 solvants différents

La présence de substituants joue un réle majeur dans la capacité des aurones a absorber
dans I'UV-visible. En effet, comme l'indiquent Espinosa-Bustos & al.1>¢ I'insertion de
groupements de type méthoxyle sur le cycle A peut influencer I’absorption en fonction de
sa position. C’est le cas ici, la comparaison du composé 53 sans substituant avec les

dérivés 59 et 119 ou un hydroxyle est présent en position 7 permet d’observer un effet
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hyperchrome alors qu’avec les composés 56 et 60, ou respectivement un hydroxyle et un

méthoxyle sont présents en positions 6, l'effet est inversé (Graphique 15 - Annexe

p.259). La présence d’'une amine primaire en position 6 sur le composé 66 a peu d’effet.
Le comportement des aurones peut donc étre modulé par le caractére polaire et

électrodonneur de certains groupements qui élargissent la conjugaison m du squelette.

Ces substitutions ont un impact direct sur I'intensité de fluorescence, mais aussi sur les
déplacements de Stokes et les longueurs d’émission. Toutes les aurones ont montré des
déplacements de Stokes d’environ 50-60 nm dans les solvants apolaires contre des
déplacements supérieurs dans le tampon d’environ 90-100nm, a 'opposé du composé 59
qui ne montre aucune fluorescence dans le tampon. La fluorescence la plus intense et le
déplacement observé le plus large (109 nm dans le méthanol) sont atteints pour la
molécule 119. L’intensité de fluorescence semble tres variable, et seuls les composés 53
et 59 adoptent le comportement attendu, méme si la fluorescence semble plus importante
dans l'acétate d’éthyle que dans le dichlorométhane. Ces mesures ont également été
réalisées en présence de tyrosinase de champignon dans le tampon afin d’observer une

éventuelle augmentation de fluorescence. (Tableau 12 - Annexe p.259 et Graphique 10).

2. LesIndanones

Les indanones se comportent de facon similaire; en effet on remarque qu’un effet
bathochrome d’environ 5 a 15 nm est visible pour les composés 72-73, 81 et 83 lorsque
la polarité du solvant augmente. Cet effet est plus marqué sur le composé 82, ou I'on

retrouve également un groupement hydroxyle en position 7 (Graphique 12). L'effet

hyperchrome est également observé ici pour les composés 72 et 83 lorsque la polarité

augmente ; a I'inverse aucun effet n’est visible pour les dérivés 81, 73, 82 (Graphique 16

- Annexe p.260). La variation de I'intensité de fluorescence en fonction de la polarité pour

les composés 81 et 83 semble complexe et erratique. Le seul lien établi entre ces deux
composés est la présence d’'un groupement hydroxyle en position 6. Pour les composés

72 et 73, les intensités augmentent lorsque la polarité diminue (Graphique 12 : Mesure des

Amax des composés 72-83 dans 4 solvants différents), un comportement intéressant pour une sonde
turn-on en milieu apolaire. De fagon générale les indanones semblent plus fluorescentes

dans le dichlorométhane et montrent d'importants déplacements de Stokes (Tableau 12
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- Annexe p.259), notamment pour les composés 72 et 81 dans le tampon (~100 nm) mais

également dans des solvants plus apolaires (~50 nm) (Tableau 12- Annexe p.259).

Effet de la polarité sur la longueur d'onde d'absorption A,
des Indanones 72-83
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Graphique 12 : Mesure des Amax des composés 72-83 dans 4 solvants différents

3. Les Hémithioindigos/Hémiindigos

Les dérivés 80, 84 et 86 ont montré des longueurs d’'ondes d’absorption bien supérieures

a celles des dérivés précédents de type aurone et indanone.

De maniere générale, les composés 80 et 86 se comportent de la méme maniére que les
composés précédents selon la polarité du solvant, menant a un faible effet bathochrome

(Graphique 13). La polarité des solvants n’a cependant que trés peu d’'influence sur le

dérivé 84, et aucune tendance franche n’apparait. L’augmentation d’absorption n’est que
trés peu visible dans la solution tampon pour les HTIs (80 et 86) et pour le dérivé 84

(Graphique 17). Aucun profil caractéristique n’est identifiable sur la variation de

fluorescence de ces dérivés (Graphique 10) contrairement a certains composés présentés

plus haut. De plus, les déplacements de Stokes apparaissent plus marqués pour ces
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dérivés mais uniquement dans des solvants polaires (tampon + méthanol) (Tableau 12 -

Annexe p.259).

Effet de la polarité sur la longueur d'onde d'absorption A
des HTIs/HI 80, 84 et 86
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Graphique 13 : Mesure des Amax des composés 80, 84 et 86 dans quatre solvants différents

4. Conclusion

Les aurones et les indanones possedent de nombreuses similitudes en ce qui concerne
leurs propriétés solvatochromiques, qui dépendent essentiellement des caractéres
électroniques des substituants présents sur les cycles A et B. Les résultats présentés ici
sont a prendre avec du recul. Tout d’abord, les molécules testées ici n’'ont pas été congues
de facon a étre utilisées comme sonde fluorescente, et les substituants présents sur les
cycles A et B ont d’abord pour but d’affiner les interactions avec le site actif de hsTYR.
Nous savons qu'un motif 2,4-résorcinol sur le cycle B est essentiel pour interagir avec le
centre a cuivre et que seules les positions 6 et 7 sur le cycle A sont essentielles pour
'activité anti-tyrosinase. La présence du groupement phénol en position 4’ sur le 2,4-
résorcinol pourrait joue le role de donneur-m apres déprotonation lors de sa liaison aux
atomes de cuivre. Néanmoins, certaines modifications sur le cycle A semblent cruciales,
notamment en position 4 pour augmenter l'effet électroattracteur du motif

benzofuranone et accentuer l'effet push-pull. Or nous pouvons supposer que ces
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modifications diminueraient probablement I'affinité de ces nouveaux composés envers

hsTYR.

Toutefois, certains composés se sont comportés comme nous I'attendions : c’est le cas des
dérivés 72, 81 et 83 pour lesquels nous observons une augmentation de la fluorescence
lorsque la polarité du solvant diminue. Les effets de polarité sur les Amax et 'absorbance
sont également fonctions des groupements et de leurs positions sur le cycle A comme
nous le montrent les dérivés 59 et 119 ou un hydroxyle est présent en position 7 avec un
effet hyperchrome. Un effet inverse est constaté sur les composés 56 et 60, ou

respectivement un hydroxyle et un méthoxyle sont présents en positions 6.

Par conséquent, de nombreuses optimisations sont encore a réaliser au niveau des cycles
A et B pour conserver au mieux l'affinité de nos meilleurs composés pour hsTYR tout en
améliorant les parametres (déplacement de Stokes, intensité de fluorescence) nous

permettant d’obtenir des sondes avec des comportements qui se prétent a cette étude.

4. Perspective : Vers la synthese de

photoswitches

Le troisieme objectif de ce projet de recherche devra s’orienter vers le développement
d’inhibiteurs, d’abord inactif contre la hsTYR, puis facilement isomérisable sous une
irradiation qui produit la forme active. L’utilisation de photoswitches pour des
applications cutanées parait en outre particulierement judicieuse. Il serait alors possible
d’appliquer une lumiére a une longueur d’onde donnée permettant d’isomériser in situ la
molécule en présence de hsTYR, et ainsi éviter toute perturbation d’autres processus

biologiques a proximité — I'enzyme étant impliquée dans de nombreux processus vitaux.
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I. Caractéristiques photophysiques des HTIs/HIs

Les HIs et HTIs font I'objet d’'un intérét croissant ces dernieres années pour leurs
applications en tant que photoswitches!>7 grace aux propriétés électromagnétiquesls8
qu’ils posseédent, bien que principalement pour des applications non biologiques>°. Leur
géométrie plane permet facilement de prédire la position de la partie stilbéne apres
isomérisation15, Ces modifications spatiales peuvent se révéler précieuses pour
I'administration d’'un composé in vivo puisqu’elles pourraient permettre d’activer ou
d’inactiver son effet avec précision et ainsi obtenir un contrdéle de I'activité dans le temps
et 'espace, selon une approche appelée photopharmacologie. Cette gestion spatio-
temporelle réversiblel®0 permettrait de diminuer I’exposition au principe actif et de

réduire les éventuels effets secondaires.

Parmi les photoswitches les plus courants, on distingue les spiropyranesitl, les

hydrazones16?, les stilbénes63, les diaryltethenes164 et les azobenzenes165 (Schéma 33).
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Schéma 33 : Types de photoswitches utilisés en biochimiel68
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Parmi ces sondes, les azobenzenes ont joué un role majeur dans le développement de
biosenseurs et de machines moléculaires depuis leur découverte en 1834 et celle de leurs

propriétés optiques par Hartley166 en 1937.

Les dérivés d’azobenzénes sont facilement synthétisables et possedent une géométrie
pouvant étre photoinduite (cis (Z)/trans (E)) sous l'effet de la lumiére selon un controle
photochimique aisément controélable a 'aide de schémas de substitutions connusé?. Ces
modulations peuvent avoir lieu sur les deux phényles, permettant de gérer et d’optimiser

les longueurs d’onde d’irradiation des formes cis/trans.

Les applications en milieu biologique de ces composés sont restreintes en raison du
caractere cancérogene des rayonnements UV sur les tissus biologiques. Toutefois, cet
inconvénient peut étre facilement surmonté par une minutieuse optimisation structurelle
avec des groupements électrodonneurs en ortho et/ou para du noyaux azo, afin de
déplacer les longueurs d’onde de travaill¢®. Néanmoins, des études ont montré que dans
le cas des azobenzenes, des interactions avec le glutathion pouvaient avoir lieu
provoquant leur réduction”0. Ainsi, les HTIs et les HIs sont de parfaits candidats pour le

développement de photoswitches.

En effet, les hémithioindigos et les hémiindigos se démarquent par leur capacité a
s'isomériser rapidement de I'état Z thermodynamiquement plus stable vers un état
métastable E158 (Schéma 34), sous 'effet d'une irradiation a des longueurs d’ondes qui
sont significativement plus hautes?>8171 (>600 nm) que celles utilisées sur les
photoswitches traditionnels. Leur comportement va dépendre de la polarité du solvant
qui influe sur le rendement quantique (plus élevé que les photoswitches classiques),
I'énergie d’absorption et de fluorescence!>®. Il a également été montré que certains
dérivés hémiindigos présentant un azote intracyclique fonctionnalisé et encombré
pouvaient présenter des demi-vies supérieures a 3000 ans pour leur forme métastable.
L’interconversion entre les deux formes est souvent réalisable dans le domaine du visible,
ce qui constitue un avantage essentiel pour préserver les tissus biologiques!>?, tout en

facilitant la pénétrationl72.
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Schéma 34 : Isomérisation Z/E de la partie stilbéne des HTIs et HIs sous irradiation

Ils résistent également mieux a la photofatiguel7? que les chromophores actuels (Schéma
33): ils peuvent subir plusieurs cycles d’isomérisation et conduisent a une meilleure
réversibilité. Au méme titre que les azobenzénes dont les possibilités de mouvement
unidirectionnels!74175 sont bien connues, les HTIs sont étudiés pour le développement de
nouveaux moteurs moléculaires qui utilisent la lumiere du visible pour leurs
mouvements. Dans le cas des HTIs, la lumiere visible est convertie en énergie, permettant

un mouvement bidirectionnell76,

Ces recherches pourront permettre d’étendre les fonctions des HTIs dans des domaines
comme la catalyse, l'interface biologique, la fixation de polymere, les interactions de
surface et la reconnaissance moléculairel’’. Dans le cadre de cette étude nous avons
sélectionné trois de nos HTIs/HIs les plus actifs sur lysats de cellules MNT-1 dans le but

de déterminer leurs propriétés photochimiques.

Quelques travaux ont déja été développés avec pour objectif ce type d’application. En
2006, Herre & al.178 utilisent un HTI pour I'inhibition de la voie de la 12/15-lipoxygénase
(12/15-LOX). Tres peu actif sous sa forme stable Z (ICso = 700 uM), le dérivé se révele bien
plus efficace sous sa forme E apres irradiation (ICso = 21 uM). Plus récemment, Sailer &
al17® proposent 'utilisation de dérivés de HTI comme analogues de la colchicine,
développés a des fins antimitotiques visant les microtubules avec une haute résolution
spatiotemporelle. Dans cet exemplel”? la forme E apres isomérisation est stabilisée par
une liaison hydrogene entre le pyrrole et la cétone. Cette liaison hydrogéne fait de

I'isomeére E le plus stable thermodynamiquement (Schéma 35).
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MeO

MeO

Isomére Z - PHT Isomére E - Bioactive PHT

. J

Schéma 35 : Exemple de stabilisation de l'isomére E aprés isomérisation d'un PHTI (Pyrrole Hémithioindigo)

Tous ces travaux, sélectionnés parmi d’autres,171.180.181 montrent la capacité des Hls et des
HTIs, a investir des applications biologiques en tant qu’inhibiteurs « photoswitchables »
permettant un controle rapide et précis en milieu biologique. Ces composés
pourraient étre «activés » in situ par irradiation a une longueur donnée, et ainsi
permettre leur isomérisation de la forme Z (inactive) a la forme E (active). A I'inverse, des
aurones qui ne possédent pas cette particularité a pouvoir « switcher » entre la forme Z et
E. En effet, elles sont difficilement isomérisables, naturellement stables sous la forme Z,
avec des temps de demi-vie court (55 min) lorsqu’elles sont isomérisées82, Ce qui en fait

de mauvais candidats pour le développement de phosotswitches.

II. Synthese de nouveaux photoswitches

La synthése de nouveaux composés contenant un motif L-mimosine basé sur un squelette
HTI ou HI privilégiant la formation d'une liaison hydrogene en configuration E comme
indiqué sur le Schéma 35 pourrait étre envisagée. Le changement de configuration £ > Z
du composé se faisant par irradiation le rendrait alors hypothétiquement actif. Nous
pouvons imaginer plusieurs composés a partir des HIs et/ou HTIs contenant un cycle B
modifié (dérivé de la L-mimosine) avec des hydroxyles présents sur le cycle A en position

6 ou 7 (Schéma 36).
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Isomére E
X=NouS;Rg=0H; R;=H
X =N ou S;Rg = H; R; =OH

Inactif

Isomére Z
X=NouS;Rs=0H;R;=H
X=NouS; Rg=H; R; =OH

Actif

Schéma 36 : Exemple d’isomérisation par irradiation E 2 Z, avec une configuration E supposée inactive

stabilisée par liaison hydrogéne vers une configuration Z supposée active

La forte analogie structurale des HI et HTI avec les aurones est une excellente opportunité

de développer de nouveaux composés. L’ajout d’'un hydroxyle en position 6 ou 7 serait un

choix judicieux au vu des ICso obtenues. Les HTIs et HIs représentent également une classe

de photoswitches ; par conséquent la fonctionnalisation du cycle A par des groupements

électrodonneurs permettrait d’optimiser les propriétés photophysiques de ces composés,

et de déplacer la lumiere d’irradiation pour l'interconversion vers des longueurs d’onde

supérieures a 600 nm : 'absorption photonique de la mélanine étant extrémement forte

en deca de 500 nm, ce déplacement apparait comme un objectif crucial.

Hémiindigos

Hémithioindigos

Schéma 37 : Possibles modifications permettant d’optimiser les longueurs d’onde d’excitation des HI/HTI

En effet, Kink & al.183 rapportent la présence bénéfique de groupements électrodonneurs

en position 5. L'introduction d’'un groupement diméthylamino permet par exemple le
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déplacement de la longueur d’onde d’interconversion E = Z a 625 nm contre 530 et 505
nm respectivement lorsqu'un méthoxyle est présent ou lorsque le cycle n’est pas

substitué. (Schéma 37).

D’important travaux d’optimisation sont encore a prévoir pour la suite de ce projet, et une
meilleure connaissance du site actif permettrait de développer de nouveaux composés
toujours plus actifs et sélectifs. Les futurs inhibiteurs potentiels seront testés sur les lysats
de cellules de mélanome humain MNT-1, et sur cellules entieres (test anti-mélanogénique

et cytotoxicité).
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L'extraction d'aurones naturelles ne représente pas une solution durable pour explorer
leurs propriétés bioactives. D'une part, elle ne permettrait d’isoler qu'une faible quantité
de produits, insuffisante pour étudier le potentiel que peuvent offrir les aurones et
impliquerait par conséquent un travail laborieux et coliteux. D’autre part, les aurones
naturelles n'offrent qu'une faible hétérogénéité structurale, et seules certaines positions
clés sont naturellement fonctionnalisées avec des phénols libres, glycosylés ou
meéthoxylés. Ainsi, ces raisons ont poussé les chimistes a développer des méthodes de
synthese d'aurones permettant d’obtenir diverses substitutions et ainsi approfondir le
potentiel que possédent ces composés. Les chimistes se sont inspirés du mécanisme de
biosynthése des aurones dans les plantes, qui utilisent des mécanismes d’oxydation, de

cyclisation et de réarrangement a partir de chalcones.

Les aurones naturelles sont habituellement fonctionnalisées sur les positions 4, 6, 3’ et 4’
par des hydroxyles. De nombreuses voies de synthese ont été développées afin d’accéder
a des aurones différemment substituées, par le biais de I'oxydation de chalcones, ou par
une étape de condensation entre une benzofuran-3(2H)-one et un aldéhyde par exemple.
Certaines voies de synthéses doivent étre adaptées en fonction des substituants présents
ou des modifications apportées au squelette. Devant la diversité des structures et des
modulations présentées dans ce manuscrit, un recours a de nombreuses variations de

méthodes de synthése a été nécessaire, qui sera présenté dans cette section.

X =0, CH,, C=0, S, NH, NR

Comme indiqué dans la partie Conception & Discussion, le but de ces modulations était de
favoriser les interactions avec les résidus du site actif, en privilégiant les substitutions sur
les positions 6 et 7 du cycle A, propices al'obtention des composés actifs. Il était également
prévu d’explorer de nouveaux motifs de chélation du cycle C et enfin d’apporter des
modifications au cycle B en remplacant I'atome d’oxygene ou la cétone intracyclique par

d’autres atomes ou groupes fonctionnels.
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I. Généralités sur la synthese des hémiindigoides

1. Les Aurones

a) Synthese via cyclisation oxydante de la 2’-hydroxychalcone

Les 2’-hydroxychalcones peuvent étre utilisées pour la syntheése de quasiment tous les
types de flavonoides connus aujourd’hui, en passant par des intermédiaires flavanones,
formées par des réactions intramoléculaires entre le groupement phénol et la double
liaison activée par des catalyseurs acides ou basiques. Ces intermédiaires peuvent en
particulier conduire a des produits de type 3-hydroxyflavone, isoflavone et aurone ; les
ratios vont d’'une part dépendre de la structure des réactifs, suivant la présence ou non de
groupements électroattracteurs ou électrodonneurs sur les cycles A et B, et d’autre part,
du choix de 'oxydant permettant la cyclisation. L’'un des premiers réactifs utilisés pour ce
type de cyclisation est une solution alcaline de peroxyde d’hydrogéne : cette voie de
synthése est plus connue sous le nom de réaction de Algar-Flynn-Oyamadal8* (AFO).
Néanmoins, cette méthode de synthese passe par un intermédiaire époxyde pouvant
conduire a un flavonol, le ratio aurone/flavonol étant alors dépendant de la présence d'un
groupement électrodonneur en position 6’ (Schéma 38). La substitution de cette position
par un groupement électrodonneur est aussi nécessaire avec l'utilisation d’agents
bromants8 comme Brz, le bromure de bromodiméthylsulfonium86 ou encore CuBrz, qui
conduisent a la formation de dibromure de chalcone. A linverse, si un groupe
électroattracteur est présent avec un agent bromant, la réaction intramoléculaire méne a
la formation de flavone apres élimination de HBr. L’utilisation de dérivés métalliques
comme le trinitrate de thallium (III) dans le méthanol (Schéma 38) en milieu acide
permet d’obtenir des rendements modérési8’ avec la présence de groupements
électroattracteurs ou électrodonneurs sur le cycle A avec de faibles quantités de flavones
isolées. 11 a toutefois été relevé par Thakkar & Cushmanl® qu’un groupement
électroattracteur en position 5’ de la chalcone pouvait étre nécessaire, mais aussi que le
mécanisme impliquait I'introduction d’un groupe méthoxyle provenant du solvant en
position 4 sur I'aurone. Par conséquent, ces conditions limitent fortement les possibilités
synthétiques liées a cette méthode. L'utilisation d’autres dérivés métalliques!8® comme

'acétate de mercure (II) est explorée depuis 1975 : la réaction de la 2’-hydroxychalcone
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avec l'acétate de mercure (II) dans le DMSO, I'acide acétique et plus tard avec de la
pyridine a reflux permettent d’obtenir de bons rendements18> en aurone, mais I'emploi
d’acétate de mercure (II) pose des problemes liés a sa toxicité environnementale. Il est
également possible de recourir a I'utilisation d’hexacyanoferrate (III) de potassium, qui
peut aussi conduire a ce type de cyclisation oxydante avec des rendements moyens de
40%, et présente 'avantage de ne pas nécessiter de protection des phénols présents sur
le cycle A (Schéma 38). Une autre alternative possible serait d’utiliser I'oxygene comme
oxydant en présence de nanoparticules de Pd/Au avec de l'oxyde de césium comme
catalyseur. L'utilisation de carbonate de césium et de Cul comme catalyseur avec du 1,10-
phenanthroline comme ligand sous atmosphére inerte dans le DMF, permet de
s’affranchir de la présence d’'un phénol en 2’ lorsque celui-ci est remplacé par un
halogenel®0. Enfin, l'utilisation d’oxydants comme le 2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-
benzoquinone (DDQ) dans le 1,4-dioxane peuvent également conduire a la synthese
d’aurones, avec toutefois de faibles rendements et la formation de produits secondaires

tels que des flavones et des flavanones (Schéma 38).

2'-hydroxychalone

3
. OH
5
5'
6

(0]
Hg(OAcy)
Cul, C82CQa A Pyridine, 110°C
Phenantroline 78-87%
DMF, 105°, N, ou
A 50 -89% | H20, - A

64-82% Hg(OAcy)

AcOH

28-62%

TI(NO3)3
KsFe(CN)e MeOH

—_— B —
40% 34-75%

o Br,/CuBr;,
2, DMSO
Pd/Au/Ce02 70-80%

A BuOAc, 100° / 410% D.DQ \ ou A

1-46% Dioxane C,HeSBr,
DMSO
A 67-96%

\. J

Schéma 38 : Méthodes de cyclisation oxydante de 2’-hydroxychalcone
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b) Synthese via des dérivés d’alcyne

La possibilité d’une cyclisation a partir de dérivés ynones191 a été explorée des 1986. Cette
premiére tentative basée sur les regles de Baldwin!92, prédit une compétition entre la
formation de deux dérivés. En effet, ce type de cyclisation intramoléculaire peut conduire
a une attaque de type 6-endo-dig, ou de type 5-exo-dig, générant respectivement la flavone

et 'aurone correspondantes (Schéma 39)

s ° 2
O
)/ Ar 5-exo-dig (o] Ar
Z0 —_— —
Do \
0 o
SR oA
(o) r
_ Ar 6-endo-dig |
Z:, ,
f !
\ J

Schéma 39 : Cyclisation intramoléculaire de type 6-endo-dig ou 5-exo-dig

Malgré cette compétition et les premiers essais qui ont mené a des rendements variant de
7 a 79%, la cyclisation 6-endo-dig reste la voie thermodynamiquement plus stable.
D’autres méthodes ont depuis été développées afin de limiter la formation de flavone. Jong
& Leul?3 ont rapporté en 1990 que des dérivés ynones pouvaient étre cyclisés avec des
sels d’argent comme AgNOs dans le méthanol avec des rendements allant de 85 a 95% et
une diminution de la présence de flavones. Depuis, d’autres conditions avec des sels
d’argent ont été testées, notamment avec AgOTf, Ag2C03, Ag20, AgSbFs ou encore AgOAc,
ces catalyseurs permettant de chélater le carbone adjacent du cycle aromatique de la
triple liaison a I'aide de l'ion Ag(I), pour créer une charge partielle en a du carbonyle et
ainsi forcer la cyclisation en 5-ex01931%4, Les sels d’or, notamment AuCl, donnant l'ion
Au(I), permettent de réaliser cette méme cyclisation. L’utilisation de ces sels requiére la
synthese des dérivés ynones au préalable par la réaction d’alcynation entre un 2-

hydroxybenzaldéhyde et un dérivé d’éthynylbenzene.
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X

OH

CHO

e

1. n-BuLi, THF
-78°C, 4h
73%

2. MnO, CH,Cl,
25°C, 1h

90%

®

O

zZ

OH O Dérivés de Sels
S

—_—

Base, Solvant

>65%

. J/

Schéma 40 : Méthode de cyclisation via la formation d’une ynone cyclisée par des dérivés de sels d’or

Ce dérivé est ainsi mis en présence de sels d’or, menant a des réactions aux rendements
variables selon les substituants mais supérieurs a 65% d’apres la littérature193.194.195 Une
fois cyclisé, il est nécessaire d’oxyder l'alcool en position 3 de I'aurone avec MnOz,
permettant d’accéder facilement a une large gamme d’aurones substituées avec
d’excellents rendements, la seule limite étant la disponibilité du benzaldéhyde et de
I'éthynylbenzene (Schéma 40). 11 est toutefois possible de réaliser ce type de cyclisation
en one-pot1°¢ grace a I'ajout de catalyseur au palladium comme Pd(PPhs)4 ou Pd(OAc)2.
Cette synthese nécessite cependant la présence d’'un halogene en position 2’. Certaines
syntheses pour obtenir des dérivés ynones requierent I'utilisation de gaz toxique comme
source de monoxyde de carbone ; ici I'avantage de cette catalyse est d’éviter le recours a
de ce type de source en privilégiant I'acide formique, et I'anhydride acétique comme
activateur. Cette voie de synthése offre une bonne sélectivité et une bonne tolérance des

groupes fonctionnels sur le cycle B (Schéma 41).

A

Pd(PPhj3),

CL
OH
X=1,Br
. J

Et3N, Ac,0O, Acide
Formique, Toluene, 80°C

Schéma 41 : Méthode de cyclisation one-pot en présence d’un catalyseur au Palladium
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c) Synthese via condensation aldolique d’'une benzofuran-3(2H)-one sur un
benzaldéhyde

La condensation aldolique de benzofuran-3(2H)-ones sur un benzaldéhyde est I'une des
méthodes les plus simples pour préparer des aurones depuis les années 1950. Les
conditions de synthese dépendent essentiellement des substituants présents sur les
cycles aromatiques A et B. En effet, les réactions de condensation aldolique peuvent étre
réalisées en milieu basique, acide, ou en présence d’oxyde d’alumine. Des 1955, Geissman
& Harbornel®” proposent une méthode de synthése en milieu acide avec un mélange
d’acide acétique glacial et d’acide chlorhydrique concentré, a température ambiante.
D’autres méthodes utilisant des conditions similaires, mélangeant acide chlorhydrique
concentré et éthanol ou chlorure de thionyle et éthanol, ont montré un avantage certain
puisqu'en présence d’acide, il n’est pas nécessaire de protéger les groupements
hydroxyles présents sur la benzofuran-3(2H)-one et I'aldéhydel?8. Néanmoins, avec ce
type de conditions les rendements sont parfois faibles. Il est également possible d’utiliser
des bases comme I'’hydroxyde de potassium ou I'’hydroxyde de sodium dilués dans du
méthanol ou de I’éthanol pour réaliser cette condensation. Le milieu basique offre la
possibilité d’obtenir des rendements élevés, ainsi qu'un champ large d’application. En
effet, la présence de substituants sur les synthons ne semble pas étre un facteur
limitant198199.200_ [,3 concentration en base peut fluctuer de 10 a 50% en masse et les
températures de réaction peuvent également évoluer de 20 °C jusqu’au reflux. De plus, il
est aussi possible d’effectuer ces réactions sous irradiation micro-onde?01. Bien que la
méthode KOH/MeOH, perfectionnée au laboratoire, s’utilise avec des dérivés méthoxylés
ou hydroxylés, elle s’adapte moins sur des synthons présentant plus d’'un groupement
phénol par cyclel3l. Par ailleurs, Varma & al.292 ont développé des conditions neutres sur
alumine dans le dichlorométhane ou dans le chloroforme. Cette méthode est idéale
lorsque des substituants sensibles nécessitent des conditions tres douces, malgré une
limitation a des composés solubles dans le dichlorométhane ou le chloroforme. Il est
toutefois possible d’obtenir des rendements élevés (86 a 93%) pour des substitutions
diverses. L’utilisation de conditions basiques en présence d’alumine a également été
évaluée comme étant une méthode efficace, mais il est possible de substituer I'alumine
neutre par de l'alumine basique comme KF-Al203 ou d’utiliser la combinaison de

'irradiation par micro-onde avec I'alumine sans solvant pour obtenir des rendements
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compris entre 57 a 96% dans des temps courts de 'ordre de quelques minutes189.203

(Schéma 42).

p Op
KOH 10-50%, AcOH, o)
HZO MeOH Conc. HCI

17- 92 % /

A'203 KF, Al,O3 o)
CHZCIZ rt MW otoes
86-93% 57-96%

(0]

/

Schéma 42 : Méthodes de syntheése des aurones via condensation aldolique

d) Syntheése via couplage de Suzuki-Miyaura

Les conditions de couplage de Suzuki-Miyaura sont connues pour étre relativement
douces et les réactifs, comme les sous-produits borés, présentent 'avantage d’étre peu
toxiques. Il peuvent cependant présenter des problémes de stabilité204, Kraus & al.2%5 ont
rapporté en 2010 une méthode donnant acces a la synthese d’aurones et de flavones
substituées par des groupements méthoxyles. Ces flavonoides sont obtenus par couplage
entre des dérivés phénoliques et des dérivés halogénés d’acide acrylique. Le couplage
entre les deux synthons est effectué en présence de DMAP et de DCC dans un mélange
CH2Cl2:DMF (5:1) suivi d'un réarrangement de Fries réalisé en présence de chlorure
d’aluminium dans le dichloroéthane a reflux, donnant accés a un dérive d’halogénocétone
(Schéma 43). La cyclisation accompagnée d’une substitution de I'halogene, est effectuée
en milieu basique avec de I'hydroxyde de sodium dans le THF a 0 °C pour former la 2-

(halogénométhylene)-benzofuran-3(2H)-one, jouant le role d’électrophile.

Le couplage de Suzuki-Miyaura est alors réalisé en présence d'un acide phénylboronique,

d’'un catalyseur au palladium et de K2€03 dans le dioxane. Il est possible, grace a
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I'introduction d’'un groupement gem-dichloro (en vert) a la place du gem-dibromo (en

bleu), d’obtenir la formation de flavones comme I'ont indiqué les auteurs (Schéma 43).

( )
OH on
o X DMAP, DCC AlCI
S P \n/\( S x
HO X  DCM/DMF, CICHQCHch N
0°C-ta t.a ou reflux 0O X
71% X=BrouCl 41% X=Brou Cl

Pd(PPh3)

_ NaOH, H,0 (5 mol %)
—> —»
THF 0-25°C K,CO3 Dioxane

65-68%  t.a-reflux

Pd(PPh3)

OH
_ NaOH, H,0 (5 mol %)
L —>
S THF, 0-25°C K,CO3 Dioxane
64%
O Br

t.a - reflux

g J/

Schéma 43 : Méthode de synthése d’aurones (bleu) ou de flavones (vert) via couplage de Suzuki-Miyaura

2. Les Arylindan-1,3-diones

Cette sous-famille des indanes comporte deux cétones intracycliques présentes sur le
cycle a cinq carbones. Différentes méthodes de synthese existent pour ce type de
composés, soit directement par condensation2% a partir de dérivés de l‘isobenzofuran-
1(3H)-one en présence d'une base forte avec l'aldéhyde approprié, soit a partir de
phtalate207.208 de diéthyle pour obtenir le dérivé 121 (Schéma 44). Le synthon 120 est
obtenu en présence d’'une base forte, le méthanolate de sodium, pour ensuite étre couplé
dans une étape de condensation supplémentaire avec un aldéhyde et ainsi obtenir des

dérivés types de 121.
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Schéma 44 : Synthése du dérivé 121 a partir de phtalate de diéthyle

3. Les Phtalimides (Isoindoline-1,3-dione)

L’isoindoline-1,3-dione fait partie de la famille des phtalimides caractérisée par la
présence d’une fonction imide aromatique (en bleu) (Schéma 45). La synthese de ces
composés peut étre obtenue grace a une réaction a chaud entre de I'anhydride phtalique
et une amine primaire. Cette syntheése, une fois le phtalimide isolé, permet d’accéder
facilement a des acides a-aminés en présence de potasse2%? et de I'acide a-bromé adéquat.
Cette syntheése peut également se faire directement a partir de I'anhydride phtalique en

équilibre avec I'acide phtalique et d'une amine primaire correspondante (Schéma 45).

-
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CO,H
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CO,H
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Schéma 45 : Synthése d’isoindoline-1,3-dione a partir d’anhydride phtalique en milieu acide ou d’un

phtalimide en mileu basique

L’hydrolyse du phtalimide par la potasse est possible en raison des différentes formes
meésomeres amenant a délocaliser la charge électronique. Cette délocalisation implique
que le proton soit suffisamment acide pour former un anion stable en milieu basique.
Lorsqu'il est traité avec de I'hydroxyde de potassium concentré, le phtalimide forme un
sel de potassium qui est I'intermédiaire clé de la synthese de Gabriel, qui nous permet

d’accéder facilement au phtalimide substitué. L'intermédiaire est ensuite injecté avec un
121



CHAPITRE III : Stratégie de synthese

halogénoalcane pour former le phtalimide alkylé. Les phtalimides alkylés sont facilement
hydrolysables a chaud avec une solution concentrée d’hydroxyde de potassium,

conduisant normalement a la formation d’'une amine et d’'un ion phtalate.

4. Les Hémiindigos (HIs)

La premiere synthese de 'indigo (Schéma 46) a été publiée en 1882 par Adolf von Baeyer
et Viggo Drewsen2?10 et consiste en une crotonisation (Schéma 47) du 2-

nitrobenzaldéhyde avec I'acétone en présence d’'ammoniaque ou d’hydroxyde de sodium.

0 0 OH 0O o
L NaOH _N
H - —_—
2x N
NO, NO, H U

Schéma 46 : Synthese de l'indigotine a partir du 2-nitrobenzaldéhyde
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Schéma 47 : Mécanisme de la synthése de l'indigotine
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Les hémiindigos sont des analogues des indigos au sein desquels une unité indoxyle est
remplacée par un motif de type stilbene. Quand aucun substituant n’est présent sur le
cycle A, la synthese de ces composés (Schéma 48)consiste en une condensation aldolique

avec le benzaldéhyde correspondant, I'indoxyl-3-acétate étant commercial.

o O
,

—_—
Solvant/Acide
ou Base

Iz /E\

Schéma 48 : Synthése d’'un hémiindigo a partir d’une acétate indolin-3-yle/indolin-3-one

L’introduction de substituants sur le cycle A nécessite la synthese de I'indoxyle a partir
d’'un précurseur comme l'ont décrit Zhang & al?11 a partir de la 3,5-diméthoxyaniline
(Schéma 49), par une réaction de Houben-Hoesch en présence de BCls, d’AlCls et de
chloroacétonitrile dans du dichlorométhane anhydre, puis apres traitement par HCI a
reflux. La cyclisation est obtenue en milieu basique, il est nécessaire d’ajouter de
I'anhydride acétique pour protéger 'azote par un groupement acétyle qui sera déprotégé

in situ lors de la condensation aldolique en milieu basique ou acide avec le benzaldéhyde

correspondant.
e 2
1. CICH,CN
MeO NH, BCI3AICl;  MeO NH, MeO RAC
\©/ CH,Cl, \Q:En/\ 1. Ac,0
2. HCI 1IN Cl' 2.K,CO,4
OMe OMe O Acétone OMe (0]
ot 0
Acide ou Base O —
_—
Solvant
OmMe ©
\ ,

Schéma 49 : Synthése de I'hémiindigo (Z)-2-benzylidéne-4,6-diméthoxyindolin-3-one a partir de la 3,5-
diméthoxyaniline
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5. Les Hémithioindigos (HTIs)

Les hémithioindigos ou 2-arylidenebenzo[b]thiophen-3(2H)-ones ont été décrits pour la
premiere fois en 1906 par Friedlander 212. Analogues soufrés des aurones appartenant a
la famille des flavonoides, les hémithioindigos sont composés d’un bicycle thioindigo1>°

semblable aux hémi-indigos sur lesquels on retrouve également un fragment stilbéne.

Les méthodes de syntheése des hémithioindigos sont bien décrites, simples et rapides. La
premiere synthese décrite par Friedlander?!? consiste en la condensation d’une
benzothiophénone et d'un benzaldéhyde. Cette voie de synthése est ainsi limitée par la
disponibilité de la benzothiophénone, rarement disponible commercialement. Il est donc

nécessaire de les synthétiser.

Plusieurs méthodes sont présentées sur le Schéma 50. La benzothiophénone (Z)-2-
arylidenebenzo[b]thiophen-3(2H)-one peut étre obtenue (voie A) par condensation
décarboxylative de Rossing?13, qui est une cyclisation intramoléculaire de l'acide 2-
[(carboxyméthyl)thio]benzoique (voie A)157.214 préparé a partir de 'acide thiosalicylique.
Cependant, les benzothiophénones sont plus souvent obtenues par une réaction
d’acylation intramoléculaire de Friedel-Crafts de 'acide 2-(phénylthio)acétique (voie
B)215, D’autres voies peuvent toutefois étre envisagées comme la cyclisation de 2’-
methylthiochalcones développée par Kamila & al.?1¢ qui consiste a déprotoner un groupe
methylthio en ortho d'une benzamide puis de réaliser une cyclisation (voie C). Cette
méme réaction peut étre réalisée en one-pot grace aux travaux de Cabiddu & al?1’.
L’utilisation d’un benzoate ou d'un acide carboxylique en remplacement d’'un benzamide
en ortho du méthylthio mene également a une cyclisation compléte avec des rendements
acceptables. La condensation aldolique permettant d’obtenir ’hémithioindigo a partir de
la benzothiophénone peut, quant a elle, s’effectuer en conditions acides ou basiques, selon

les groupements présents sur les cycles A et B.
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Voie A

Voie B

P,0s, | 1. SOCI,
acid or | 2. AICl3

Voie C

(0]
©)LNEt2
1. sec-BulLi
2. (MeS),

(o]

©\)LNEt2
SMe

Schéma 50 : Voies de synthése A-C des hémithioindigos

Il est aussi possible d’accéder a des dérivés hémithioindigos via le 4-acétyl-5-alkoxy-1,3-

benzoxathiol-2-one et un benzaldéhyde (voie D) par trois réactions consécutives

(Schéma 51) : d’abord 'ouverture du cycle oxathiolone avec la pipéridine, suivie d’'une

oxydation avec le DMSO pour obtenir un intermédiaire disulfure, et enfin la condensation

aldolique?18. Konieczny & al. proposent cette méthode de synthese en one-pot avec des

rendements supérieurs a 50%.
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OR;
© Piperidi
VOie D iperiaine, CHAN 5
S AcOH, DMsO  CsHio g
o_<\o 5

O OR;

Intermédiaire disufilde

Schéma 51 : Voie de synthése D des hémithioindigos

Il a été montré par Ukai & al?1° en 1975 puis par Zheng & al.220 qu'il était possible de
réaliser une liaison carbone-soufre sur un carbone sp?. En effet, cette cyclisation
intramoléculaire sur un carbone sp? d’'une chalcone (voie E) est possible en présence de
[2. Cette voie de synthése (Schéma 52) permet d'une part de s’affranchir de I'utilisation
de métaux comme Cu, Pd ou Fe, et, d’autre part, de prévenir et d’empécher une
quelconque désactivation du catalyseur métallique par des substrats contenant du soufre.
L’ajout d’iode conduit a un pont iodonium qui est ouvert par le méthylthio via une attaque
exo qui mene a la cyclisation intramoléculaire ; le méthyle présent sur le soufre est libéré
suite a I'assistance d'un ion iodure qui résulte de la iodocyclisation. Cette derniére permet
d’obtenir de bons rendements (40-70%) avec une certaine tolérance quant aux groupes
fonctionnels présents et une trés bonne sélectivité. Cependant, un régioisomere se forme
avec un ratio de 90:10 (respectivement d’hémithioindigo et de régioisomere), ce qui rend

nécessaire une étape de purification sur gel de silice.

0] I@ O
|
S\@ R
endo 10%
exo : 90% ©:\S€_/R
> —
) NEt3 0 @ o
S.Et3N NELt:
_O,E3IN > 3
Voie F @f‘\/\ DMSO —_— @
S R
N<g
S/ \st o® Yo
L Fleur de Soufre )

Schéma 52 : Voies de synthése E et F des hémithioindigos
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Plus récemment, Nguyen & Retailleau?2! ont développé une méthode directe pour obtenir
des dérivés hémithioindigos a partir d’'une 2’-nitrochalcone (voie F) en utilisant 5
équivalents de soufre (Ss) en présence d’'une base et de DMSO (Schéma 52). L’addition de
Michaél de type 1,4 de l'amine tertiaire (EtsN) permet d’initier la cyclisation de
I'intermédiaire 1,3-ammoniumcétone. Sous sa forme énolique, l'intermédiaire peut
ensuite attaquer la fleur de soufre afin de donner, apres cyclisation via une attaque
nucléophile aromatique, un zwitterion stabilisé par 'effet électroattracteur du carbonyle.
Enfin, I'élimination de l'ammonium quaternaire permet d’obtenir 1'hémithioindigo

souhaité.

6. LesIndazoles

Les indazoles sont des composés bicycliques, qui sont formés par la fusion d’'un benzene
et d'un pyrazole. La premiere voie de synthese a été découverte par Emil Fisher222 en
1883, par chauffage de l'acide o-hydrazinocinnamique pour obtenir l'indazole non
substitué. Ce composé existant sous deux formes tautomeres peut étre sous la forme 1H-
indazole ou ZH-indazole (Schéma 53). Cest la forme I1H-indazole qui est

thermodynamiquement la plus stable?23224,

N
oH — N — ~ NH
_NH, N </
N A N N

1H-indazole 2H-indazole

Schéma 53 : Cyclisation de 'acide O-hydrazinocinnamique par chauffage pour obtenir le 1H-indazole ou

I'’2H-indazole

Plusieurs méthodes225 permettent d’accéder facilement aux 1H-indazoles a travers des
synthéses multi-étapes. Dans le cadre de notre étude, nous avons choisi de concentrer nos

efforts sur la synthése d'un dérivé indazolone N-substitué (Schéma 54).
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(o]
_NH ’
NT 2 A ”

Schéma 54 : Cyclisation de I'acide o-hydrazino benzoique par chauffage pour obtenir le 1H-indazole

Pour nous rapprocher au plus pres du squelette des aurones, I'indazolone doit étre
substitué sur I'azote : la N-alkylation?25> et N-arylation22> des indazolones comme des
indazoles conduit le plus souvent a des mélanges avec différents ratios qui dépendent des
conditions réactionnelles. En effet, l1a sélectivité des azotes N1 et N2 dépend uniquement
des conditions, et un mélange d’isomeres pourrait compliquer les étapes de purification,

en raison des polarités proches des deux composés.

Enfin les conditions décrites par Kurth & al.226 en 2005, s’appuient sur la réaction de
Davis-Beirut (Schéma 55) pour former des liaisons N-N et obtenir des 1H-indazolones

N1, N2-disubstituées a partir du 1-(bromométhyl)-2-nitrobenzene et d'un dérivé

benzylamine.
( Q' o A
NO. 10t o
H2 H,0 I\Il'_:o N)
ST CC o
! N
H H o R
(ZGH FN=R
i
\OH

-oe
HeoH €]
N R,~O: kﬁ HO" " e
N 2 = - .
(:E(N_R1 o (N‘R
PN { !
OR, R, OH
,0

H

Schéma 55 : Mécanisme de Davis-Beirut proposé

Le mécanisme de Davis-Beirut se produit lorsqu'une 2’-nitrobenzylamine N-substituée

est placée en présence d’une base telle que KOH ou NaOH ainsi qu’un alcool. La premiere
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étape de ce mécanisme est la formation d’'un carbanion en o de I'amine secondaire. La
réaction du carbanion sur le groupement nitro permet d’aboutir a I'intermédiaire nitroso
et ainsi d’introduire un hydroxyle en o de 'amine secondaire. Ce méme hydroxyle est
ensuite éliminé grace a la formation de I'imine correspondante. Le carbone de I'imine
étant électrophile, il est attaqué par un alcool, induisant la cyclisation de I'indazole en
créant une liaison entre les deux atomes d’azote, formant une hydroxylamine. Le
groupement hydroxylamine est alors protoné pour former un bon nucléofuge qui est

éliminé grace a 'effet domino des électrons, déclenché par la perte d’'un proton.

II. Syntheses réalisées

1. Modulations du cycle A

a) Synthese des dérivés azotés

Les voies synthétiques choisies pour la synthese des dérivés d’aurone different en
fonction des substituants. En effet, certaines aurones ont été obtenues apres cyclisation
de chalcones, d’autres apres condensation aldolique d’'une benzofuran-3(2H)-one et d’'un
benzaldéhyde. Ces variations résultent de la faible disponibilité de certains dérivés de
benzofuran-3(2H)-one. A linverse, les benzaldéhydes substitués sont massivement

disponibles dans le commerce.

|
(@]

122 123 124

Les benzofuran-(ZH)-ones azotés 122, 123 et 124 n’étant pas disponibles
commercialement, il a été nécessaire d’obtenir ces synthons a partir des acétophénones

correspondantes, afin de pouvoir poursuivre la synthese.

Trois voies de synthese ont été entreprises a partir du 3-(N-diméthylamino)phénol et du

3-nitrophénol (Schéma 56). La premiere (voie G) débute par la réaction des phénols 125
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et 126 avec l'acide chloroacétique en présence de potasse. La formation des acides 127
et 128 (voie G) n’a pas été observée, probablement a cause du caractére acide du
carboxylate. Pour corriger ce probléme, nous avons utilisé du chloroacétate d’éthyle (voie
H) en présence de K2CO3 pour obtenir les esters correspondants qui ont été hydrolysés en
présence de LiOH dans un mélange MeOH/THF/H20. L’action du chlorure de thionyle sur
les acides 127 et 128 est censée former in situ un chlorure d’acyle, cyclisé ensuite par une
réaction de Friedel-Crafts avec du chlorure d’aluminium, menant aux dérivés de
benzofuran-3(2H)-one 129 et 130. Aucune cyclisation n’a cependant été observée. Cela
peut s’expliquer pour l'acide 127 qui est désactivé en raison du caractere
électroattracteur du groupement nitro qui appauvrit le cycle et compromet la substitution
électrophile aromatique, comme pour I'acide 128 qui, dans ce milieu relativement acide,
se protone probablement et empéche la cyclisation intramoléculaire d’avoir lieu,
défavorisée par le caractere électroattracteur du groupement ammonium. Ces mémes
difficultés ont été rencontrées apres la synthése des synthons 131 et 132, obtenus par

réaction avec I'anhydride acétique en conditions basiques.

(e}
a .
. R \©/O\)j\OH Voie G

R=-NO,=0% 127
R =-NMe =0% 128

R OH
Voie H
o= Oww e TR

R =-NO, 125 =-NO, =95% 127 ——NOZ—O% 129
R =-NMe 126 R‘ -NMe =78% 128 R =-NMe = 0% 130
R o R OH
_d \©/ \n/ _ & \(:(n/ Voie |
(6]
(0]
R =-NO, =90% 131 R =-NO,=0% 133
R =-NMe =79% 132 R =-NMe = 0% 134
\ J

Schéma 56 : Synthése de benzofuran-3(2H)-one nitrée via 3 voies G/H/I - a) Acide chloroacétique, KOH, H20
- b) 1.Chloroacétate d’éthyle, K2CO3, DMF. 2.LiOH, MeOH/THF/ H:0. c) 1. SOClz, CHz2Clz anhydre. 2. AICI3, DCM.
d) Anhydride acétique, NaOH, AcOEt, 80 °C. e) AICl3, DCM, 40 °C

En effet, mis en présence de chlorure d’aluminium dans le dichlorométhane, le

réarrangement de Fries attendu pour 'obtention des acétophénones 133 et 134, pourtant
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bien décrit dans la littérature, ne s’est pas produit (Schéma 56). Diverses conditions ont
été expérimentées, en utilisant des solvants ayant un point d’ébullition plus élevé, tels que

le dichloroéthane, le toluéne ou le nitrobenzéne, mais sans succes.

i. Synthese du (Z)-N-(2-(2,4-diméthoxybenzylidene)-3-0x0-2,3-dihydrobenzo
furan-6-yl)acétamide (135)

L’accés au dérivé 135 a initialement été imaginé a travers la cyclisation d’'une chalcone
présentant I'acétamide en para de la cétone (Schéma 57), qui aurait permis d’obtenir

'aurone cyclisée avec I'acétyle, clivable par hydrolyse.

H2N\©/

136

OH  Ac,0,NaoH AcHN
e
AcOE, 80°C

100%

voie J
voie K

\©/O\n/ AICl,

O Aucun solvant, 135°C
36%

137

1) LiOH, EtOH, t.a
2) Hg(OAc),, Pyr, 110°C

o=

AcHN\(:(:i
0

138

OMe | 1)LiOH, EtOH, ta
2) Hg(OAc),, Pyr, 110°C
ome | 3) BBra, DCM, 0°C

14%

Schéma 57 : Syntheése des dérivés 135 et 139 via cyclisation oxydante
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Ce précurseur aurait permis d’accéder a un dérivé d’aurone avec une amine primaire en
position 6, pouvant étre diméthylée, pour obtenir le composé final présentant un

groupement N,N-diméthylamino en position 6.

Cette synthese semblable a la voie I décrite jusqu’au composé 138 par Hu & al??7, a partir
du 3-aminophénol, s’est avérée efficace. Le réarrangement de Fries n’a pas été effectué
dans les conditions décrites précédemment, puisqu’aucun solvant n’a été utilisé ici:
I'acétate de 3-acétamidophénol 137 a été directement mis en présence de chlorure
d’aluminium en large exces, puis chauffé a 135 °C. Le rendement relativement faible, de
36%, peut s’expliquer par la formation d’une pate épaisse difficile a agiter, sous agitation

magnétique.

Le composé 139 (voie ]) (Schéma 57) a été préparé grace a une condensation aldolique
entre le dérivé 138 et le 3,4-diméthoxybenzaldéhyde en milieu basique. Le choix de la
base est ici primordial comme l'indiquent Eichberg & al.228. En effet, la condensation a
d’abord été effectuée une premiere fois avec de la potasse a température ambiante ou en
chauffant, et 'acétyle semble avoir été clivé, d’apres les analyses RMN proton et carbone.
En s’appuyant sur les conditions de Hu & al.?27 avec LiOH, il a été possible de conserver
I'acétamide. Ces conditions permettent I'étape du couplage dans I’éthanol a température
ambiante pour obtenir la chalcone, non purifiée, précurseur du composé 139 par
traitement a Hg(OAc)2. Le composé 139, difficilement purifiable, a tout de méme été
caractérisé par spectroscopie de masse ESI. L’obtention de I'intermédiaire 139 est une
étape clé, mais le clivage de 'acétamide en condition basique en présence de potasse dans
du méthanol qui devait permettre la synthese de 140, n’a pas fonctionné. La synthese du
dérivé 135 (voie K) (Schéma 57) a été effectuée en one-pot sans étape de purification a
partir du dérivé 138 et de 3,4-diméthoxybenzaldéhyde dans les conditions décrites
précédemment. L’étape de déprotection des méthoxyles avec BBr3 ne conduit a aucune
hydrolyse/clivage de 'acétamide et permet d’identifier la présence du dérivé 15 en RMN.
Cependant, bien que le produit 135 ait été purifié sur gel de silice, sa masse déterminée
par spectrométrie est nettement supérieure a celle attendue. Cette voie d’accés ne nous a
pas permis d’obtenir le composé 140 contenant une amine primaire ; nous avons alors

envisagé une autre voie d’acces.
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ii. Syntheése du (Z)-6-Amino-2-(2,4-dihydroxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one
(66)

En raison des difficultés rencontrées lors du clivage de I'acétamide, le composé 66 a été
isolé a partir du synthon 138 selon une voie de synthese équivalente, ou 'acétamide est
d’abord clivé en présence d’acide chlorhydrique (6N) a 50 °C. Ces conditions permettent

d’obtenir le composé 141 avec un rendement de 87% (Schéma 58).

OMe

AcHN OH H,oN OH _§ 2 HoN OH OMe
HCI6N - 0= OMe '
_ _ > A
H,0, 50°C KOH, EtOH, t.a

o} o 0} OMe
87% 55%
138 141 142

Mel, NaHCO, Hg(OAc),, Pyr, 110°C
DMF, ta non purifié

\\0%

BBrg, DCM, 0°C
—_

23%

66 140

Schéma 58 : Synthése du dérivé 66 via cyclisation oxydante

Alinverse de la chalone précédente contenant 'acétamide, 142 a été isolée et purifiée sur
silice avec un rendement de 55% dans des conditions standards. Néanmoins,
I'intermédiaire 140 apres cyclisation n’a pas été obtenu pur, bien qu'il ait subi plusieurs
purifications sur gel de silice. 11 a cependant été utilisé tel quel dans I'étape de

déprotection pour obtenir 66. L’étape de purification s’est avérée difficile a cause de la
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forte polarité du composé 20, s’expliquant par la présence de I'amine primaire en position

6.

Afin de préparer un composé présentant un motif N,N-diméthylamine dans cette position,
nous avons envisagé la méthylation directe de 'amine 140 en composé diméthylé 143.
Les conditions utilisées en présence d’iodométhane et NaHCO3 dans le DMF n’ont pas
permis cette réaction. Ainsi, nous avons envisagé une nouvelle voie d’accés pour la

préparation du composé 143.

iii. Synthese du (Z)-2-(2,4-dihydroxybenzylidene)-6-(diméthylamino)benzofuran
-3(2H)-one (65)

Comme pour la synthese précédente, celle-ci est effectuée a partir du synthon 141,
préparé puis acheté aupres d’'une source commerciale pour économiser des étapes de
synthese et du temps. La N,N-diméthylation de I'amine primaire est réalisée par action du
diméthylsulfate (Schéma 59). La chalcone est obtenue avec un rendement de 60%,
cyclisée puis déméthylée avec BBrs3, pour obtenir le produit 65, qui a été isolé avec

seulement 6% de rendement.

OMe

0_—j OMe

| | 1) KOH, EtOH, ta

HoN OH
\CE"/ Me,S0, <N OMe  gg, N OH 60%
> —_
I Acétone, 60°C DCM, 0°C 2) Hg(OAC),, Pyr, 110°C
)

© 3) BBr3, DCM, 0°C

64% 97% 6%
141 144 145 65

Schéma 59 : Syntheése du dérivé 65 via cyclisation oxydante
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iv. Synthese du (Z)-2-(2,4-dihydroxybenzylidéne)-6-(diméthylamino)-4-hydroxy
benzofuran-3(2H)-one (67) et du (Z)-2-(2,4-dihydroxybenzylidene)-4-

hydroxy-6-morpholinobenzofuran-3(2H)-one (68)

Le composé 147 a été obtenu par traitement du phloroglucinol par I'anhydride acétique

en présence de BF3.Et20 a 50 °C dans l'acétate d’éthyle. Ces conditions permettent

I'obtention du composé 147 avec un rendement de 72%. La synthese de I'intermédiaire

clé 150 est décrite par Liu & al?2° (Schéma 60): l'introduction des groupements

diméthylamino et morpholino est particuliere puisqu'une substitution nucléophile

semble a priori difficile. En effet, la réaction se fait avec la présence d’une forte

concentration en NaHCOs (17éq) et d'une forte présence de lI'amine chlorhydraté

(20,6¢q).

r

1) Morpholine*HCI/Diméthylamine*HCI
NaHCO3 H,0, 70°C
OH OH O R = Me;,N- 60% 148 OH O

Ac,0, BF5Et,0 /@51\ R = Morpholino-  47% 149 /@51\
B ————
| :| AcOEt, 50°C
HO oH HO oH 2)MesS04 KyCOq R OMe
72% Acetone, 60°C

R = Me,N- 70% 150
146 147 R = Morpholino- 21% 151

KOH,
MeOH, r.t
1) HgOAc,, Pyr. 110°C
R = Me;,N- 90% R OH OMe
R = Morpholino- 57% O O
S
2) BBr; DCM
R = Me,N 31% OMe O OMe
OMe © R = Morpholine ~ 48%
67 R = Me,N- 152 R = Me,N- 36%
68 R = Morpholine 153 R = Morpholine 27%

Schéma 60 : Synthése des dérivés 67 et 68 a partir des synthons clés 150 et 151
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Ces conditions créent un milieu modérément acide favorable a l'introduction de tels

groupement dont le mécanisme proposé est décrit dans le Schéma 61.

En effet, cette réaction pourrait avoir lieu grace a I'intermédiaire 154 en équilibre avec
147. Méme si cet équilibre est fortement défavorisé, I'intermédiaire 154 peut réagir avec
une cinétique lente, une journée dans notre cas. Ce mécanisme pourrait avoir lieu selon
deux voies, par la voie L ou les deux carbones électrophiles présents sur le composé 154
seraient substitués par les dérivés azotés, ou alors par la voie M, ou seule I'attaque de la

cétone intracyclique est réalisée.

Cette réaction a été réalisée dans les mémes conditions en présence de diméthylamine
non chlorhydratée, mais sans succes. Les synthons 148 et 149 permettent d’accéder aux
chalcones 152 et 153 via I'étape de condensation en milieu basique dans I’éthanol. Ces

produits se sont avérés particulierement insolubles dans I'acétate d’éthyle.

Mécanisme proposé :
Voie M
OH O OH OH OH OH OH (:OH
g ®
HO OH 0.0 OH ®H/H—O\(NHR OH R:NT OH
H ALY o
154 Cl
R,NH - HCI
Voie L
OH OH OH O
T4
® 148
RzNé OH 149 N OH
Cl
Hydrolyse

@ ®Cl

OH (*NHR ® OH NR.

(o H 2

XN—7 H,O
RoN OH RoN OH

Schéma 61 : Mécanisme proposé pour la formation des intermédiaires aminés 148 et 149
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Lors de I'étape d’extraction a I'acétate d’éthyle, les produits ont ainsi précipité, permettant
d’effectuer une filtration suivie d’'un lavage. Comme pour les chalcones précédentes,
I'étape de cyclisation a été effectuée dans la pyridine a 110 °C en présence d’acétate de

mercure pendant 15 heures.

Les dérivés 152 et 153 ont été extraits par I'acétate d’éthyle, ce qui a permis de favoriser
leur précipitation et ainsi de les isoler avec des rendements respectifs de 90% et 57%.
Apres déprotection, le composé 67 a précipité dans 'acétate d’éthyle pour obtenir un
rendement de 31% sans purification supplémentaire. En revanche, pour le composé 68,
plus soluble dans I'acétate d’éthyle que le composé 67, il a été nécessaire d’effectuer une

purification sur gel de silice.

b) Synthese d’un dérivé halogéné

i. Synthése du (Z)-2-(2,4-dihydroxybenzylidéne)-4,6-difluorobenzofuran-
3(2H)-one (71)

La synthése de cette aurone est basée sur celle d’autres dérivés fluorés obtenus
antérieurement au laboratoire. La synthese du fragment 157 (Schéma 62) avait déja été
décrite et préparée selon la méthode proposée par Brehm & al. correspondant a la voie H
du Schéma 56. Le synthon 156 a été isolé et purifié par précipitation dans I'eau acide avec
un rendement de 52%. L’étape de purification du composé 157 a été difficile, aucune
autre purification intermédiaire n’ayant été effectuée, ce qui a favorisé la formation de
nombreux produits secondaires, difficiles a séparer : ceci explique le faible rendement de
21%. La synthese du composé difluoré 158 a partir du fragment 157, n’a pas pu étre

réalisée dans des conditions classiques de couplage.
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( ~N
F. OH Q E
CICH,CO,H E o 1) SOCI,, PhMe, o)
\Q/ ___NaOH \)LOH 110°°C
I H,0, 100 °C 2) AICl3, CH,Cl, 40 °C L%
52% F 21%

155 156 157

Al,O3,
DCM, ta

47%

BBrj3

-~

DCM, t.a

90%

Schéma 62 : Synthése compleéte du dérivé 71 a partir du synthon 157, obtenu via acylation de Friedel-Crafts

En effet en milieu basique concentré, les fluors peuvent étre sensibles a une substitution
nucléophile aromatique en présence de méthanol et d’'une base comme la potasse. Le
mélange conduirait a la formation in situ de méthanolate et ainsi a la substitution des
fluors par des méthoxyles comme cela a déja été observé au laboratoire. Les conditions
utilisées au laboratoire pour ce type de couplage sont décrites par Varma & al. qui utilisent
une méthode tres douce avec de 'oxyde d’alumine neutre dans le dichlorométhane a
température ambiante. Les conditions de déprotection des méthoxyles auraient pu poser
probléme en présence des fluors, mais il s’est avéré que peu de produits secondaires ont

été formés, facilitant I'étape de purification finale sur gel de silice.

2. Modulations du cycle C

a) LesInda-aurones - Synthese en milieu basique

i. Synthese du 2-(E)-2-(2,4-dihydroxybenzylidene)-2,3-dihydro-1H-indén-1-

one (161)
Les indanes apres condensation aldolique forment des analogues d’aurones contenant un
carbone intracyclique qui remplace I'oxygene. Le squelette indane est ainsi constitué d'un
cycle benzénique accolé a un cyclopentane. C'est sur ce deuxiéme cycle qu’a lieu
'aldolisation, les conditions pouvant étre acides ou basiques. Les synthons de type 2,3-
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dihydro-1H-inden-1-one 159 ont été achetés, et seules les étapes de condensation et de
purification ont été effectuées (Schéma 63). La condensation aldolique a été menée en
présence d’hydrure de sodium dans le méthanol a température ambiante pour la
préparation du dérivé 160, a partir du 2,3-dihydro-1H-inden-1-one. Ces conditions
permettent de générer in situ du méthanolate de sodium, donnant lieu a une aldolisation
en milieu basique. La précipitation du composé 160 apres quelques heures a facilité
I’étape de purification du produit avec un trés bon rendement obtenu par simple lavage a

I'eau et au méthanol.

NaH, MeOH, t.a

97%

159 160 161

Schéma 63 : Synthése du dérivé 161 par condensation aldolique en milieu basique suivie d’une déprotection
par BBrs3

Les composés ont montré une pureté suffisante en RMN pour étre mis en jeu dans la suite

de cette synthese. L’étape limitante est la déprotection des méthoxyles avec le tribromure

de bore. Les rendements sont faibles, notamment a cause de la difficulté de I'étape de

purification. L’utilisation du tribromure de bore implique la formation de nombreux

produits secondaires. Le composé 161 peut étre recristallisé dans I'acétate d’éthyle apres

une premiere purification sur colonne sur gel de silice.

ii. Synthése du (E)-2-(2,4-dihydroxybenzylidene)-3-méthyl-2,3-dihydro-1H-in-
dén-1-one (163)

Une autre modification sur une inda-aurones a été effectuée avec l'introduction d’un

méthyle sur le cycle C (Schéma 64). Les conditions de réaction classiques KOH/MeOH ont

été modifiées car elles n'ont pas permis d’isoler le produit attendu. Toujours en milieu

basique, le composé 162 a été obtenu via I'utilisation de soude et d’éthanol permettant a
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'aldolisation d’avoir lieu. Cet intermédiaire a nécessité une étape de purification.
Toutefois, il n’a pas été possible de recristalliser ce composé dans le méthanol ou I’éthanol

comme pour d’autres intermédiaires de la méme famille.

( )

OMe

©:\§ O_—j OMe
_—

e} NaOH, EtOH, rt

64%

|\ /

Schéma 64 : Synthése du dérivé 163 par condensation aldolique en milieu basique suivie d’'une déprotection

par BBrs3

L’'inda-aurone 162 a ensuite été déprotégée avec du tribromure de bore pour obtenir le
composé 163 sans purification avec un rendement quantitatif. L’étape de déprotection du
résorcinol méthoxylé est celle qui génere habituellement le plus de produits secondaires.
Or, pour ce composé, la RMN et les analyses de pureté sur HLPC ont montré que le produit
était suffisamment pur pour étre utilisé tel quel dans la suite de cette synthese. Toutefois,
cette préparation reste racémique : de futures étapes de séparation des énantiomeres R

et S peuvent étre envisagées au regard des bons résultats obtenus avec le dérivé 163.

b) Les Inda-aurones (82, 115-118) - Synthése en milieu acide

D’autres modifications ont été effectuées sur les aurones de type indane (Schéma 65).
D’une part, 'introduction d'un hydroxyle en position 6 sur le cycle A a été ajoutée. D’autre
part, la modification du cycle B avec un méthoxyle en position 2’ ou 4’ a été réalisée. Les
conditions des syntheses précédentes ont été testées mais n‘ont pas été retenues
puisqu’elles nécessitaient une étape de purification, qui n’a pas été nécessaire avec du
chlorure de thionyle?30 dans le méthanol a température ambiante, puisqu’apres quelques
minutes les produits ont tous précipité dans le milieu réactionnel. Un simple lavage a I'’eau
et au méthanol a suffi a obtenir des composés avec des rendements acceptables et une

pureté supérieure a 95%.
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e N
R
4 Dérivé de
Re Benzaldéhyde
SOCI,, MeOH, rt
(0]
82: Rg=H;R;=Ry=OH;Ry=H;Ry=OH 38%
115: Rg=R;=H; Ry =0Me; Ry =H;Ry=OH 12%
116 : Rg=0OH;R;=H;Rx»=0Me;Rz=H;Rs=0H 6%
117 : Rg=R; =Ry =H; Rz =0Me ;R4 =0OH 69%
118 : Rg=OH;R; =Ry =H;Ry=0OMe ; Ry = OH 84%
\ J

Schéma 65 : Synthése des dérivés 82, 115-118 par condensation aldolique en milieu acide SOCl;/MeOH
Le composé 82 a également été préparé avec succes via cette méthode.

c) LesIndan-1,3-dione-aurones
Synthése du 2-(2,4-dihydroxybenzylidéne)-1H-indéne-1,3(2H)-dione (74)

Tout comme la condensation aldolique des indanes (2,3-dihydro-1H-inden-1-one) en
milieu basique, celle des 1H-indene-1,3(2H)-diones avec l’aldéhyde approprié est
possible. Le produit 164 précipite dans le milieu réactionnel et permet d’obtenir un
excellent rendement. Il est ensuite engagé dans une étape de déprotection pour obtenir
74. En effet, cette déprotection a conduit a obtenir de nombreux produits secondaires,
nécessitant quatre purifications successives sur silice suivis d’une recristallisation dans

'acétate d’éthyle pour isoler et caractériser le produit 74 (Schéma 66).

e N
OMe
0]
©:§ o= OMe BBr,
ol NaH, MeOH, rt DCM, rt
95% 15%
164 74
. J

Schéma 66 : Synthese 2-(2,4-dihydroxybenzylidene)-1H-indene-1,3(2H)-dione 74 a partir dy synthon 1H-

indene-1,3(2H)-dione en milieu basique
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d) Les Phtalimides (Isoindoline-1,3-dione)
Synthese du 2-(2,4-dihydroxybenzyl)isoindoline-1,3-dione (75)

La synthese du dérivé de phtalimide a été réalisée a partir de 'anhydride phtalique et de
la 2,4-diméthoxybenzylamine. Plusieurs essais ont été nécessaires pour isoler notre
composé (Schéma 67). D’apres Singh & al?31, il est possible d’envisager la formation d’'un
phtalimide sans solvant en chauffanta 100 °C, avec’addition d’une solution diluée d’acide

chlorhydrique, apres deux heures.

( A

a : No solvent
b : Toluéne, Reflux
¢ : Acetic acid, Reflux

0%
0%
42%

165

OMe
) Q ove
@QO HoN OMe O Q BB 7
o a,b,c @[:EN OMe DCM, rt @N OH
0

50%

Schéma 67 : Synthése de l'isoindoline-1,3-dione 75 a partir d’un anhydride phtalique dans 'acide acétique

Dans notre cas, la formation du composé n’a pas été observée avec cette approche, et nous
nous sommes tournés vers des protocoles utilisant un solvant. Holmes & al.232 proposent
plusieurs méthodes qui favorisent la formation de dérivés phtalimides en fonction des
substituants présents sur 'amine primaire. L’ajout de toluene a reflux n’a pas apporté
d’amélioration, et seule la réaction a reflux dans I'acide acétique a mené a la formation du
phtalimide avec un rendement de 42%. Ainsi, une catalyse acide semble nécessaire pour
favoriser la cyclisation du phtalimide. Aprés quatre jours de réaction, la réaction a été
traitée, et le composé a été recristallisé dans un mélange méthanol/acétate
d’éthyle/cyclohexane (7:2:1) pour donner 165. L’étape de déprotection des groupements

meéthoxyles mene au composé 75.
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e) Les Hémiindigos (Hls)
i. Synthese du (Z)-2-(2,4-dihydroxybenzylidene)indolin-3-one (77)

Le synthon 166 a d’abord été obtenu aupres d'une source commerciale, puis
I'intermédiaire 167 a été préparé et purifié, malgré la présence de nombreux produits
secondaires difficilement séparables. La pureté du composé 77 est néanmoins essentielle
car I'étape de déprotection génére souvent un grand nombre de sous-produits, parfois
difficiles a éliminer. De ce fait, nous avons opté pour des conditions de condensation

aldolique classiques en présence de potasse a 50% dans le méthanol (Schéma 68).

166

KOH 50%
MeOH, 35°C

60%

OMe

e
L5 ome

(0]

167

BBrj
DCM, rt

20%

OH

e
(L= "on

(0]

77

Schéma 68 : Synthése de 'hémiindigo (Z)-2-(2,4-dihydroxybenzylidéne)indolin-3-one 77 a partir de la 1-

acétylindolin-3-one en milieu basique

ii. Synthese du (Z)-2-(2,4-dihydroxybenzylidéne)-6-hydroxyindolin-3-one (84)

La fonctionnalisation du cycle A avec un hydroxyle en position 6 a été réalisée en
s’appuyant sur les travaux de Zhang & al?!! ainsi que sur un brevet2?33, décrivant la
caractérisation du composé 169. Cette synthese (Schéma 69) s’effectue a partir de la m-
anisidine par action de deux acides de Lewis, BCls et AlCl3, en présence de
chloroacétonitrile dans le nitrobenzene porté a 80 °C. L’ajout des deux acides de Lewis
s’effectue apres I'ajout de m-anisidine et de chloroacétonitrile, séquentiellement a 0 °C car
'addition des deux réactifs génére une réaction exothermique. Le chlorure de bore (1M)
en solution dans le dichlorométhane et le chlorure d’aluminium permettent a la fois de
chélater 'amine primaire pour diminuer son caractere nucléophile, et de chélater I'azote

du chloroacétonitrile afin d’orienter la réaction de Houben-Hoesch sur le carbone du
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nitrile en augmentant son électrophilie pour obtenir le composé 168 avec un rendement
brut de 68%. La cyclisation est réalisée grace a un traitement avec de 'anhydride acétique
permettant d’acétyler 'amine primaire, la rendant facilement déprotonable par une base
comme 'hydrure de sodium. L’anion ainsi généré dans le DMF permet la substitution du

chlore et 'acceés au dérivé 169 avec un rendement de 16%.

4 \
Ny
MeO NH Ac
MeO NH, - BCl3AICIy 2 4. Ac,0 33% MeO N
\©/ Nitrobenzéne .
—_— Cl
2. NaH, DMF 16%
2. HCI 1N o a b N
168 169
\\ J

Schéma 69 : Synthése de la 1-acétyl-6-méthoxyindolin-3-one 169 a partir de la 3-méthoxyaniline

Enfin, I'étape de condensation (Schéma 70) de 169 avec le 2,4-diméthoxybenzaldéhyde
a été effectuée avec les conditions décrites précédemment permettant la précipitation de

84 avec un rendement de 40%.

- N
OMe
Q OMe OH
o=
S e 5 . s
0,
KOH 50% MeO H BBr HO §
MeOH, 35°C O =/ ome DCMta O =/ ©OH
o)
o) 0
8% 40%
169 170 84
\_ J

Schéma 70 : Synthése du (Z)-2-(2,4-dihydroxybenzylidéne)-6-hydroxyindolin-3-one 84 a partir de la 1-
acétyl-6-méthoxyindolin-3-one en milieu basique

ili. Synthese de (Z)-2-(2,4-dihydroxybenzylidéne)indolin-3-ones N-fonctionna-

lisés (78 et 79)
Afin d’explorer les résidus éloignés du site actif, 'azote a été fonctionnalisé avec des
chaines alkyles de taille différentes. Les composés 78 et 79 ont été préparés en one-pot
puisque les intermédiaires méthoxylés n’ont pas été isolés (Schéma 71), en s’appuyant

sur les travaux de Velezheva & al?3%4 L’utilisation de I'hydrure de sodium et
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d’halogénoalcanes implique la présence de groupements protecteurs sur le motif
résorcinol. Les composés finaux 78 et 79 ont nécessité un long travail de purification.
Malgré I'étape de purification, les deux isomeres (Z) et (E) ont été observés en RMN mais

n’ont pas été séparés comme le rapportent Petermayer & al.23>

' A
OMe
1) NaH, Halogeoalcanes
H DMF, t.a
N
O — OMe 2)BBr; DCM, t.a
(e
167 78 R =-Methyl 6%
79 R =-Propyl 9%
N\ J

Schéma 71 : Fonctionnalisation des azotes du dérivé 55

f) Les Hémithioindigos (HTIs)

Le but est d’obtenir une série d’hémithioindigos en variant le groupement hydroxyle sur
les positions 4, 5, 6 et 7 sur le cycle A. Pour ce faire, la voie F a été utilisée au laboratoire :
elle offre I'avantage d’obtenir des intermédiaires faciles a isoler avec de bons rendements.
En revanche, elle nécessite un acces aux précurseurs de type 2-nitroacétophénone
hydroxylés ou méthoxylés afin d’obtenir les chalcones nitrées de type 172 nécessaire a la
cyclisation (Schéma 72). Ces chalcones sont peu disponibles commercialement ou
particulierement coliteuses. C’est la raison pour laquelle la majorité des précurseurs ont

été synthétisés au laboratoire.

NO, NO,
HO_EE::I:H// HO_HE::I;"/A\V/
—_— xR
(0] (0]
171 172

Schéma 72 : Stratégie de synthése des chalcones nitrés

A partir des précurseurs listés ci-dessous (172-176) (Schéma 73), il a été possible de
former les intermédiaires de chalcones nitrés nécessaires aux différentes cyclisations

finales. La régiosélectivité des nitrations2?3¢ est complexe puisqu’elle est dépendante de
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plusieurs facteurs comme '’encombrement stérique, les interactions entre substituants,
les effets électroniques et les effets de solvants?3’. Les dérivés hydroxylés ont tous
nécessité une protection de '’hydroxyle sous forme méthoxyle, pour s’affranchir de tout

probléme lors de la cyclisation avec EtsN/DMSO et faciliter les étapes de purifications.

( OH )
NO, NO, NO, HO NO, NO,
: n ; n HO : " : " [:E]:&r/
o) OH O (0] o )
175 176

172 173 174
. J/

Schéma 73 : Précurseurs 172-176 des chalcones nitrés

i. Synthese du 2-hydroxy-6-nitroacétophénone (173)

NO,

OH O

173

Comme mentionné plus haut, nous avons choisi de ne pas effectuer de réactions de
nitration ; le benzaldéhyde 177 (Schéma 74) a donc été formylé via la réaction de Duff
sur le 3-nitrophénol en utilisant de I'hexaméthylenetétramine (HMTA) dans le TFA a 90
°C, selon le protocole de Jacobs & al.238 Apres trois heures de réaction, de 'eau a 0 °C est
ajoutée, le mélange est traité et le régioisomere 177 purifié et caractérisé en accord avec
la littérature. Plusieurs régioisomeres ont été formés au cours de cette réaction,
expliquant le rendement de seulement 48%. L'intermédiaire 177 est ensuite engagé dans
une étape de protection qui est réalisée par action de K2C0s3, en présence de
diméthylsulfate dans I'acétone a reflux. Apres 5 heures a reflux, le mélange est filtré puis
évaporé afin de mener a 'obtention du 2-méthoxy-6-nitrobenzaldéhyde de manieére
quantitative. Le composé 178 est ensuite engagé avec du triméthylaluminium (TMA),

sous atmosphere inerte a température ambiante dans le toluene. Le TMA est utilisé pour
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transformer l'aldéhyde et obtenir l'alcool secondaire sous la forme d’un

racémique qui sera ensuite oxydé afin d’isoler la cétone correspondante.

mélange

s

NOZ N02
02N OH HMTA K2C03 AIZ(CH3)6
D —— . H —_— H -
TFA, 90° Me, SO, Toluéne, Argon

OH O Aceétone, 60°C OMe O

48% 100% 100%
177 178

NO,

OMe OH

179

Schéma 74 : Synthése du synthon 179 a partir du 3-nitrophénol

L’oxydation de l'alcool benzylique 179 en présence de MnO2 a 40 °C n’a pas permis

d’isoler le composé 180, et d’autres tentatives avec différents lots de MnO: activé ou non

ont été effectuées sans succes, malgré une description précise dans la littérature23?

(Schéma 75). Nous avons donc choisi de changer de réactifs, et d’utiliser le réactif de Dess

Martin, sans succes.

( )
NO, NO, ab NO,
S @lf o @E(
OH O OMe OH OMe O
177 179 180
a: MnO, 0%
b : Réactif de Dess Martin 0%
NO, NO, NO,
MnO, K,CO;
—_— B ——
DCM, t.a MeZSO4
OH OH OH O Acetone,60°C  OMe O
0,
181 56% 173 100% 180
1\ J

Schéma 75 : Tentative d’oxydation de 'alcool secondaire des dérivés 71 et 73

L’oxydation de I'alcool secondaire en cétone n’a été possible qu’avec l'utilisation de MnOz2

sur le dérivé 181 (sans méthoxyle) pour isoler le produit 173 (Schéma 75).
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ii. Synthese du 5-hydroxy-2-nitroacétophénone (174)
)

NO,
HO” : \ﬂ/

0]

174

Des essais de nitration directe de la 3-hydroxyacétophénone ont tout de méme été
effectués en présence d’acides sulfurique et nitrique, a différentes températures.
Néanmoins, puisque la nitration en ortho de la cétone est fortement défavorisée par son
effet électroattracteur, nous nous sommes heurtés a des problemes de sélectivité. Griffin
& Kasko?40 proposent de réaliser cette nitration en ortho de la cétone (Schéma 76) en
formant le dimeére 182 a I'aide du chlorure d’oxalyle. La réaction a lieu en présence d'un
exces de triéthylamine, I'ajout de chlorure d’oxalyle est lent et s’effectue en deux fois afin
d’éviter une réaction trop violente. Apres 10 heures d’agitation, le dimere précipite. Il est
filtré puis lavé abondamment avec de l'eau, et directement engagé dans I'étape de
nitration. Celle-ci s’effectue a -20 °C ; des températures proches de -10 °C diminueraient
le rendement?40 d’environ 65% d’apres la littérature. L’agitation est aussi un facteur
important : lors de I'ajout du dimere dans le milieu réactionnel, une pate épaisse se forme,
empéchant 'aimant de tourner. L’utilisation d’agitation mécanique aurait pu constituer

une alternative, qui n’a pas pu étre explorée faute de temps.

( o A
LY oD e oy
\©)‘\ Et;N, AcOEt g © S o] H,S0, -20°C HO I
349 182 90% 174

K,CO3,Me,S0,4
Acétone, 60°C

80%

NO,
MeO : ‘n’

O
183

Schéma 76 : Synthése du précurseur 183 a partir du dimére 182
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Apres traitement de l'intermédiaire 174, I'hydroxyle est protégé dans les mémes
conditions décrites précédemment avec Me2S04 et K2COs. Le composé 183 a été isolé avec

un rendement de 80% et a été utilisé tel quel.

iii. Synthése de la 4-hydroxy-2-nitroacétophénone (175)

O
175

Pour des raisons de sélectivité, il n’a pas été envisagé d’isoler le composé 175 par
nitration de I'acétophénone 184. D’apres Zhang & al.?41 il est possible de contourner les
effets de sélectivité habituels pour forcer une ipso-nitration, qui implique une nitration de
la liaison C-H en ortho de groupement directeur et facilement clivable, comme une o-
méthyloxime préparée?42 a partir d’'une acétophénone (Schéma 77). Cette réaction
présenterait plusieurs avantages : d’abord la régiospécificité de la liaison libre C-H nitrée,
et également la possibilité de mononitration sur une seule liaison C-H sans
préfonctionnalisation et en conditions neutres. Nous avons ainsi préparé le composé 185
pour réaliser une nitration dirigée en ortho de I'oxime. La préparation de cette oxime
s’effectue avec un rendement quantitatif, en présence d’acétate de sodium et de
chlorhydrate de methoxylamine dans un mélange éthanol/eau, et le produit est

directement engagé dans |'étape de nitration.

L’étape de nitration est réalisée avec l'assistance d'un catalyseur au palladium, ici
Pd(OCOCF3)2 (choisi parmi plusieurs catalyseurs comme Pd(OAc) ou Pd(PPhs)2Cl2),
I'oxydant K2S20s et une source de groupement nitro, ici AgNO2, dans le dichloroéthane a
110 °C en cuve scellée. D’apres Zhang & al.241.243-245 |3 réaction de nitration se déroulerait
via un mécanisme radicalaire mettant en jeu le nitrate d’argent (AgNO2) dans un cycle
catalytique Pd!'/Pd!. Le composé 187 n’a cependant pas été isolé malgré plusieurs

tentatives (Schéma 77).
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Schéma 77 : Synthése du précurseur 187 par réaction palladocatalysée

iv. Synthése du 3-methoxy-2-nitroacétophénone (176)

)
OH

NO,

176

Le composé 176 disponible commercialement a été protégé dans les conditions de

méthylation décrites précédemment. Aucun traitement, ni aucune purification n’ont été

requis (Schéma 78). Le composé 188 a ensuite été engagé dans I'étape de condensation

pour obtenir la 2’-nitrochalcone.
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e N
OH OMe
NO, NO,
K,CO3
M82804
o Acétone, 60°C o
176 97% 188
. J

Schéma 78 : Méthylation du dérivé 176

v. Synthese & cyclisation des 2’-nitrochalcones (189-192)

NO, OMe
oS )
X
o} OMe

Plusieurs méthodes sont disponibles pour réaliser une condensation aldolique. Lin & al.?46

proposent des conditions permettant d’isoler les 2’-nitrochalcones (Schéma 79)
puisqu’apres quelques heures a 0 °C dans I’éthanol en présence de la soude, les 2’-

nitrochalcones cristallisent dans le milieu réactionnel avec des rendements acceptables.

OMe
R; OVQ/ R7
NO, OMe l NO, ! OMe
—> \
5
Ry O OMe

Rs NaOH, R
R, O EtOH, 0°C

172: Ry=Rs=Rg=R;=H 189: R,=Rs=Rg=R;=H 50%
180 : R;=OMe ; Rs=Rg=R;=H 190: R, =OMe;Rs=Rg=R;=H 72%
183: R;=H;Rs;=OMe;Rg=R;=H 191: Ry=H;R;=0OMe;Rg=R;,=H  70%
188: Ry =Rs=Rg=H;R;=0Me 192: R, =Rs=Rg=H;R; = OMe 66%

Schéma 79 : Synthése des 2’-nitrochalcones 189-192

Ces cinq composés ont ensuite été cyclisés a l'aide de la méthode de Nguyen &
Retailleau?2!, en présence de DMSO, de soufre et de triéthylamine (Schéma 80). Basé sur

des observations il semblerait que le mécanisme proposé par Nguyen & Retailleau??!

151



CHAPITRE III : Stratégie de synthese

(Schéma 81) soit initié par une addition de Michael de la triéthylamine sur la
nitrochalcone, donnant un intermédiaire céto-ammonium stabilisé par sa charge positive
et en équilibre avec les formes énol/cétol. La cyclisation nait de I'attaque nucléophile de
la forme énol sur le cyclooctasoufre (forme cyclisée de la fleur de soufre) formant un
intermédiaire polysulfure. Elle est achevée par une attaque nucléophile du soufre sur le
cycle aromatique, formant un zwitterion. La charge négative portée par le cycle
aromatique serait stabilisée par l'effet électroattracteur du carbonyle, lui-méme activé
par la charge positive de 'ammonium formé plus t6t. L’élimination de cette amine
tertiaire mene ensuite a I'hémithioindigo correspondant. L’effet du solvant reste flou
d’apres les auteurs, mais il pourrait stabiliser des intermédiaires polaires et accélérer le

processus de cyclisation.

e N
R7
N02 OMe
QU™ s
—_—
R A DMSO, 100°
5
Ry O OMe
189: R,=Rs;=Rg=R;=H 193: R4=R;=Rg=R;=H 67%
190: R4,=OMe;Rs=H;Rg=H;R;=H 194: R,=OMe;R5=H;Rg=H;R;=H 0%
191: R4,=H;Rs=0OMe;Rg=H;R;=H 195: R4,=H;R5;=0Me;Rg=H;R;=H 59%
192: R4;=H;Rs=H;Rg=H;R;=0Me 196: R4;,=H;Rs=H;Rg=H; R;=0Me 96%
. J

Schéma 80 : Cyclisation des 2’-nitrochalcones nitrées 193-196

Lors de I'extraction a l'acétate d’éthyle, les composés 195 et 196 ont précipité, et seul
I’hémithioindigo 193 a nécessité une étape de purification sur gel de silice. Le composé

194 n’a quant a lui pas pu étre cyclise.
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s 3
® 9. @
0 OMe o NEt; OMe -O;) NEt; OMe
= Et;N N
L, C L5 (L) ©
NO, OMe NO, OMe NO, OMe
576 \

Schéma 81 : Mécanisme de cyclisation des 2’-nitrochalcones

vi. Synthése du (Z)-2-(2,4-diméthoxybenzylidene)-6-méthoxybenzo[b]thioph-
en-3(2H)-one (197)

La synthese de la 4-hydroxy-2-nitroacétophénone n’ayant pas fonctionné, nous avons
choisi d’isoler la 6-methoxybenzo[b]|thiophen-3(2H)-one permettant un couplage avec le
2,4-diméthoxybenzaldéhyde pour préparer 197 (Schéma 82)247. La synthese s’effectue a
partir du synthon 198 avec une fonctionnalisation du thiol en présence de soude et
d’acide chloroacétique dans I'’eau a 60 °C pour obtenir I'acide 199, isolé par précipitation
a pH 1. Ensuite, le chlorure d’acyle est formé in situ par I'action du chlorure de thionyle
sur I'acide 199, qui est ensuite cyclisé par une réaction de Friedel-Crafts en présence de
chlorure d’aluminium pour donner la 6-méthoxybenzo[b]thiophén-3(2H)-one. Celle-ci est
directement engagée dans I'étape de condensation avec de l'oxyde d’aluminium neutre
permettant d’obtenir 197. Apres purification sur colonne, le rendement sur trois étapes
est de 11%. Les benzo[b]thiophen-3(2H)-one sont par ailleurs décrites?4” comme

instables.
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OMe
O
M _c o—f' OMe
HO
MeO SH 0 1. SOCI, DCM, 40°C
e 2. AICI; DCM t.a
NaOH 2M MeO. S 3,
—_— e \)LOH
H,0, 60°C 3. Al,O3 DCM, t.a

198

92%

199

1%

vil.

La

Schéma 82 : Syntheése du dérivé 197 a partir du 3-méthoxythiophénol

Synthese de I'acide (Z)-2-(2,4-diméthoxybenzylidene)-3-o0xo0-2,3-dihydroben
zo[b]thiophene-7-carboxylique (200)

formation de l'acide 3-oxo0-2,3-dihydrobenzo[b]thiophéne-7-carboxylique 203

(Schéma 83) a été réalisée a partir du dimere 201, réduit en milieu basique avec du

dithionite de sodium, pour ensuite former l'acide 2-mercaptobenzoique (non représenté)

in situ. Celui-ci est aussit6t fonctionnalisé avec I'acide chloroacétique, pour former 'acide

202 qui est cyclisé en composé 203 apres activation de la fonction acide par le chlorure

de

thionyle et réaction de Friedel-Crafts intramoléculaire. Les conditions de cyclisation

sont semblables a celles décrites précédemment pour le dérivé 199. Les conditions

douces en présence d’oxyde d’aluminium pour I'étape de condensation de 203 n’ont pas

fonctionné, probablement a cause de la présence de I'acide carboxylique. Des conditions

classiques en présence d’hydroxyde de potassium a 50% dans le méthanol ont permis

I'isolement de 'intermédiaire 200.
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OMe
I
Cl ;::
OgOH Ho? OgOH 5" 0¥ OMe
(0]
s Nay,CO3, NayS,0, S\)L 1. SOCl, s KOH, 50%
\S B —— e OH _— _—
Water 2. AICl3, CoH4Cl, MeOH, t.a
0°C
O~ "OH o)
98% 90% 1%
201 202 203
. S

Schéma 83 : Syntheése du dérivé 200 a partir de I'acide 2,2'-disulfanediyldibenzoique

viii. Déprotection & Purification (80, 85-88)

Les composés 193, 195, 196, 197 et 200 ont subi une étape de déprotection des
groupements méthoxyles présents a la fois sur le cycle B et sur le cycle A (Schéma 84) Ces
déprotections avec BBr3 ont été réalisées a température ambiante sous agitation pendant
12h. Cette étape est particulierement lente et génere de nombreux produits secondaires,

impliquant une étape de purification sur gel de silice pour les dérivés 80 et 85-88.

193: R4=R5=R6=R7=H 80: R4=R5=R6=R7=H 14%
195: R4=H;R5=0Me ;R6=R7=H 87:R4=H;R5=0H;R6=R7=H 10%
197: R4=R5=H;R6=0Me;R7=H 86: R4=R5=H;R6=0H;R7=H 1%
196 : R4=R5=R6 =H; R7 = OMe 85: R4=R5=H;R6=H;R7=0H 32%
200: R4=R5=R6=H;R7=COO0OH 88: R4=R5=R6=H;R7=CO0OH 1%

\_ J

Schéma 84 : Déprotection des dérivés 193, 195, 196-197 et 200

g) LesIndazoles
Synthese de la 2-(2,4-dihydroxybenzyl)-1,2-dihydro-3H-indazol-3-one (76)

Conrad & al.2*8 exploitent le mécanisme présenté plus haut dans le Schéma 55 pour
former des liaisons N-N et obtenir des 1H-indazolones N1,N2-disubstituées. L’avantage de
cette voie de synthese est qu’elle ne nécessite aucune étape de purification pour obtenir

le composé (Schéma 85). L'intermédiaire 204 est obtenu par substitution nucléophile du
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1-(bromométhyl)-2-nitrobenzene par la 2,4-diméthoxybenzylamine en présence de
triéthylamine. La cyclisation est amorcée par une base, ici de 'hydroxyde de potassium,
générant un carbanion en o de I'amine et permettant d’obtenir le composé 205 en
chauffant a 60 °C dans le méthanol. La présence du méthoxyle en position 3 nous permet

d’obtenir une cétone apres déprotection.

4 \
OMe
HZN\/Q/ Me
NO, OMe
OM
NO, © C(/H KOHH,0_ Q
Br  Et;N,MeOH MeOH, 60°C OMe
OMe
204 205
BBT3
DCM, t.a

1%
OH OH
H —
N\ /N\
N OH N OH
S
o) OH

76 - 1H indazolone 76 - 2H indazolone

Schéma 85 : Synthése de l'indazolone 76 a partir du mécanisme de Davis-Beirut

Le composé 205 est ensuite déprotégé avec le tribromure de bore pour conduire au
composé 76. Cette Z2H-indazolone peut s’isomériser en 1H-indazolone 99,
thermodynamiquement plus stable. Celui-ci peut étre recristallisé dans un mélange
cyclohexane/acétate  d’éthyle ou  purifié avec un  systeme  d’éluant
dichlorométhane/méthanol. Isolé avec un rendement de 11% sur trois étapes, sa
préparation a demandé une quantité de réactif de départ conséquente, a cause de la

dégradation de l'intermédiaire 205 durant la déprotection.

Le mécanisme suggere que le composé 205 est une 2H-indazolone N2-substituée, moins
stable, comme l'indiquent Conrad & al. Le composé 76 pourrait étre le précurseur d'une

plus large librairie de 1H-indazolones NZ-N2 disubstituées, par une addition électrophile
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1,6 a partir de 2H-indazolones sur des dérivés électrophiles, avec de bons rendements

généralement observés.

h) Les Benzo[b]furanes

i. Synthese du 2-(2,4-diméthoxybenzyl)-7-méthoxybenzofurane (206)

e ~
OMe

OMe . Q
O y/ OMe

206

Ce premier dérivé est obtenu par réduction partielle de I'aurone 2-(2,4-
dimethoxybenzyl)-7-methoxybenzofuran-3(2H)-one 207 obtenue au laboratoire par
simple condensation aldolique entre la 7-méthoxybenzofuran-3(2H)-one et le 2,4-
diméthoxybenzaldéhyde dans le méthanol en présence de KOH (50%) a température
ambiante. L'intermédiaire 207 est réduit dans un mélange d’éther avec 4 équivalents de
LiAlH4 et 4 équivalents de chlorure d’aluminium (Schéma 86). La réduction de ce
carbonyle a,B-insaturé provoque la migration de double liaison, favorisant 'aromaticité

du furane.

OMe
o Q LiAIH, AICI, OMe Q
OMe Et,0, t.a 0
Y, OMe

35%

207 206

Schéma 86 : Réduction de la cétone intracyclique du dérivé

La réduction uniquement en présence de LiAlH4 aurait probablement conduit a un
meélange comme 'indiquent Kurosawa & Morita?4%. L’association de ce réducteur et de cet
acide de Lewis est connue2>0 pour générer un réducteur plus réactif que LiAlH4, 'alane,

d’apres I’équation bilan suivante (Schéma 87) :
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[3 LIAIH, + AICl; —> 4 AlH3 + 3 LiCI)

Schéma 87 : Equation de formation de I'alane AlH3

Le faible rendement de cette réduction s’explique par la tres faible solubilité de 103 dans
I’éther, compromettant la consommation du réactif dans son intégralité. Lancer la
réaction sous ultrasons pourrait faciliter son avancement et ainsi augmenter le

rendement en évitant une purification sur gel de silice.

ii. Synthese du (2’,4’-diméthoxyphenyl)(7-méthoxy-3-méthylbenzofuran-2-yl)
méthanone (208)

OMe

OMe
),
O / OMe
O

208

Basée sur les travaux de Rangaswamy & al.2°1 qui proposent une voie de syntheése
permettant d’accéder facilement a des benzo[b]furanes en one-pot, a partir
d’acétophénone hydroxylée en 2 et de bromoacétophénone, cette réaction est catalysée
par une base organique comme le DBU. Le mécanisme (Schéma 90) implique tout d’abord
la o0-alkylation de 216 induite par I'addition nucléophile du DBU sur le dérivé 215 suivi
par la formation d'un anion 219 permettant la cyclocondensation intramoléculaire qui
d’apres Rangaswamy & al.?>! conduit a des rendements supérieurs a 70%. Le rendement
obtenu dans notre cas est cependant tres inférieur (10%). La synthése du réactif 212 a
nécessité plusieurs essais a partir du composé 209 avec une mono-méthylation, suivi d'un
réarrangement de Fries de son analogue acétylé 211. Cette stratégie n’a pas permis
d’isoler 212. En effet, le réarrangement en présence de chlorure d’aluminium dans le

xyléne a 150 °C n’a pas fonctionné (Schéma 88).

Pour accéder au synthon 212, deux voies peuvent étre envisagées. La mono-

déméthylation du composé 214, disponible dans le commerce, n’est pas une solution
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permettant d’accéder a de grosses quantités de 212. En effet, 'acétophénone est
relativement chere, et la déprotection peut toucher le deuxieme groupement méthoxyle
(Schéma 88). A I'inverse, la transformation de l'acide en cétone (Schéma 89) grace au

meéthyllithium dans le THF a 65 °C permet d’accéder a des quantités plus importantes.

Vs )
O O
PN
OH OMe OMe
OH Mest4 OH NaOH OAc
Acétone, 60°C AcOEt, 80°C
36% 98%
209 210 211

AICl3
Xylene, 150°C
0%

OMe OMe
OH MeLl BBr3 MeO
OH THF, 65 C DCM 0°C
o 65% 64% o

213 214
OMe
DBU
DCM, t.a
Br 10%
(0] OMe
OMe
= O
(0]
O Y/ OMe
(6]
. J

Schéma 88 : Formation de la cétone 212 par deux voies différentes : réduction d’un acide carboxylique 213
ou déprotection par monodéméthylation du dérivé 214

(0] 3éq Meli
N, —

R OH

-Li,O 0
—_—

N

O-r
O-r-

X

Schéma 89 : Mécanisme de réduction de I'acide carboxylique 213 en présence de 3éq de MeLi

159



CHAPITRE III : Stratégie de synthese

La réaction252 se fait en présence de 3 équivalents de méthyllithium permettant de

générer un intermédiaire acétal tétraédrique instable qui forme une cétone en éliminant

de l'oxyde de lithium. Le composé 108 formé peut étre purifié par extraction acido-

basique.

Br N__NQ OMe (;ﬁl\
- ® o
OMe H H
OMe OMe OMe

221

Schéma 90 : Mécanisme de synthése du dérivé 208 en présence de DBU

Nous avons ensuite imaginé des modifications du composé 208 (Schéma 91) avec

I'oxydation du CH3 en présence d'oxyde de sélénium dans un mélange (50/50)

dioxane/H20. Cette réaction avait pour but de formyler le groupement méthyle ; en effet

le caractere électrophile de I'aldéhyde aurait pu nous permettre de réaliser diverses

fonctionnalisations pour explorer cette partie du site actif. Toujours dans la méme

optique, 'halogénation du CHsz avecl'utilisation de NBS et de peroxyde de benzoyle dans

le dichloroéthane devait normalement conduire a la bromation du méthyle afin de réaliser

des substitutions nucléophiles pour y greffer de nouveaux groupements.
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e O

SeO,, NBS, peroxyde
Dioxane/H,0, de benzoyle,
Argon, t.a DCE, reflux
0% 0%
( oMe) [ OMe

Hydrazine Monohydrate,
diéthyléne glycol,
180°C

0%

OMe

e O

OMe

Me O
W

Schéma 91 : Modifications envisagées du dérivé 208

La derniere modification envisagée devait permettre de réduire la cétone en présence
d’hydrazine monohydrate dans le diéthylene glycol a 180 °C. Cependant les différentes

transformations n’ont pas fonctionné.

iii.Synthese de la (3-amino-7-méthoxybenzofuran-2-yl)(2,4-diméthoxyphényl)
méthanone (222)

La synthese de l'intermédiaire 225 nécessite la o-alkylation du nitrile 224 avec une
bromoacétophénone (Schéma 96) en présence d’'une base inorganique. Le nitrile a été
congu a partir de 'aldéhyde 223, en utilisant ce que Rokade & Prabhu?53 décrivent comme
une réaction de Schmidt chimiosélective. En effet, elle permet d’isoler un seul produit, le
nitrile, contrairement a une réaction de Schmidt classique menant a un mélange de

formanilides et de nitriles a partir d’'un aldéhyde. Cette sélectivité est due a I'utilisation de
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NaNs en présence de l'acide trifluorométhanesulfonique qui permet de générer de I'acide

®
NaN3 + CF3SO3H —_— HN3 + Na + CF3SO3

azothydrique, un puissant réducteur (

Schéma 92 : Equation de formation de l'acide azothydrique).

® E)
NaN3 + CF3SO3H —_— HN3 + Na + CF3803

Schéma 92 : Equation de formation de I'acide azothydrique

L’aldéhyde subit une addition nucléophile de I'acide azothydrique (Schéma 94), pour
former l'azidoalcool correspondant. La libération d'une molécule d’eau conduit a la
formation d'un intermédiaire, avant I'élimination de diazote qui géneére le produit 224

avec un rendement de 35% (Schéma 93)

OMe OMe
OH NaNj Triflic Acid OH
H CH3CN, ta C[
CN
o) 35%
223 224

Schéma 93 : Formation du dérivé 224 par réaction de Schmidt

o \"E H & CN
P L Pn® o ND  NaH @(
H SN

Schéma 94 : Mécanisme de la réaction de Schmidt
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( N
O OMe
Br\)k@
CN OMe OMe O OMe OMe O OMe
K2COs o NaOMe O .
o H™H - H)e
OMe CN OMe CSN OMe

®
224 \_/(H
(NH NH,
K 5~
OMe OMe
-NaOMe J % J
bve LD e

OMe 222 OMe

Schéma 95 : Mécanime de formation de l'intermédiaire 222

L’utilisation d’'une base inorganique et de méthanolate de sodium dans cette voie de

synthese (Schéma 95) et (Schéma 96) permet d’éviter toute étape de purification sur
colonne. En effet, I'intermédiaire O-alkylé est obtenu avec un rendement de 49% et
simplement lavé avec de I'eau et de 'éthanol. L’anion formé par action du méthanolate
permet d’initier la cyclisation intramoléculaire sur le nitrile pour former le produit 222

avec un rendement de 79% apres lavage.

OMe OMe OMe 0O OMe OMe Q
OH K,CO,4 0 NaOMe o
e 79 e —_—
DMF, t.a MeOH, t.a O / OMe
CN CN OMe o

49% 79% NH,
224 225 222

Schéma 96 : Réaction de formation de l'intermediaire 222

iv. Déprotection des Benzo[b]furanes (91-93)

La purification des produits de déprotection des benzo[b]furanes 91, 92, 93 s’est avérée
plus compliquée qu’avec les dérivés d’aurone présentant le méme motif sur le cycle B. Le

benzo[b]furane 92 a par exemple d étre purifié sur HPLC en phase inverse comme pour
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les azaaurones N-fonctionnalisées. Pour les composés 91 et 92, une élution lente avec des

systemes d’élution parfois tres polaires a été nécessaire (Schéma 97).

OMe OH
OMe OH
o BBI’g o
O P oMe  DCM,ta O p OH
0] (6]
R 72% R
206 : R=H 91: R=H 38%
208 : R=CH3 92: R=CH; 59%
222 : R=NH2 93:R=NH, 72%
N J

Schéma 97 : Déprotection des dérivés 206, 208 et 222

3. Modulation du cycle B

a) Série Fluorée (98-99, 100 et 105-110)

Les composés halogénés ci-dessous (Schéma 98) et leur synthese sont déja connus dans
la littérature. Nous avons opté pour une méthode de syntheése rapide ne nécessitant
aucune étape de purification et permettant d’obtenir de bons rendements. Cette méthode
décrite par Manjulatha & al.25* permet de réaliser des condensations aldoliques avec des
dérivés de benzaldéhyde sous irradiation ultrasonique en présence du diacétate
d’éthylenediamine (EDDA) dans I'acétonitrile. Les réactions durent 5 a 30 minutes avant
la précipitation du produit, des durées avantageuses par rapport aux autres méthodes
classiques. Les composés 98 a 110 ont été isolés tres rapidement ; un simple lavage a I'eau

chaude et a 'acétonitrile a permis d’éliminer les traces de réactif restant.
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( N\
0 EDDA,
(D:‘e Dérivé de benzaldéhyde
CH3CN, Ultrason
o)
98: Ry=F;Ry=H;Ry=H 41%  107: Rp=H;Ry=H;Ry=Br  41%
99: Ry=H;Ry=F;Ry=H 41%  108: Ry=Cl;Ry=H;Ry=H  58%

100: Ry=H;Ry=H;Rg=F  43% 109: Ry=H;Ry=CI;Ry=H  30%
105: Ry, =Br;R3y=H;Ry=H 75% 110 : Ry=H;Ry=H;Ryp=Cl 72%
106: Ry =H;R3=Br;Rs=H 47%

Schéma 98 : Synthése des dérivés 98-110 sous ultrasons

La synthése du composé 101 a également été testée sous ultrasons en présence de EDDA,
sans succes (Schéma 99). La présence d’'un groupement polaire tel que '’hydroxyle sur le
cycle A semble en effet compromettre la réaction. Afin d’obtenir cette aurone, nous avons
choisi les conditions décrites par Cheng & al.255. Ici le couplage est effectué a température
ambiante en présence d’acide acétique et d’acide chlorhydrique concentré. Le composé
226 a été synthétisé al'aide des deux méthodes décrites ci-dessus ; cependant la synthese

sous catalyse acide a mené a un meilleur rendement (Schéma 99).

e Y
F
R7
Re o)
0= BBry R
- e — > Re¢
Acide acétique, DCM, t.a
o) quelques gouttes
de HCI, t.a
101: Rg=OH;R;=H 95% 104: Rg=H;R;=0H 8%
L 226: Rg=H;R;=0Me 60%
J

Schéma 99 : Synthése des dérivés 101 et 104 en présence d’acide acétique

Le composé 104 a ensuite été obtenu par recristallisation dans l'acétonitrile apres
déprotection avec le tribromure de bore dans le dichlorométhane a température

ambiante.
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b) Série N-Diméthylamine (96-97)

La préparation des dérivés d’aurone 96 et 97 (Schéma 100) a été réalisée dans des
conditions basiques en présence de KOH (50%) dans le méthanol a reflux. Si le composé
97 a été isolé apres purification avec un rendement de 40%, 'aurone 96 n’a, quant a elle,
pas été purifiée. En effet, un lavage au méthanol et a I'eau réalisé aprés précipitation a

mené a 'obtention d'une pureté suffisante.

RG O o=
__KOH | g
MeOH, 60°C
o

96: Rg=H 7%
97 : Rg=OH 40%

\

Schéma 100 : Synthése des dérivés 127 et 128 en milieu basique

c) Série Quinoléine (230)

La synthese proposée dans le (Schéma 101) est inspirée de plusieurs travaux menant au
produit 230. Néanmoins, le caractere acido-basique de certains intermédiaires comme
229 s’est révélé difficile a gérer dans la pratique. Le composé 228 est obtenu aprés une
chlorométhylation du réactif 227 en présence de paraformaldéhyde a 37% dans l'acide
chlorhydrique mais également en saturant le milieu réactionnel avec HCl gazeux a 0 °C
durant 2 h, favorisant la précipitation de I'intermédiaire 228. Cet intermédiaire permet
de générer un accepteur de Michael de type quinone méthide favorable aux additions
nucléophiles. Bien que I'hydrolyse dans 'ammoniaque a 30% dans '’eau soit rapide,
I'extraction du composé 229 s’est révélée délicate. Apres addition d’ammoniaque, le pH

est de 9-10, et il est difficile d’isoler le produit soluble dans I’eau.
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X

H” H Cl
S
_ HCI (37%) N
N HCI (g), 0°C

OH N
100% OH
227 228

Na*

HO.
NH3 aq (30%)
_—

H,0 P
2 N

67%
229

_—_—

NaOH 5%, 120°C

0%

OH
230

i N
O3S\©/ 02 O\
A A

7
N

Schéma 101 : Fonctionnalisation de la quinoléine 227

L’oxydation du composé 229 a été effectuée avec plusieurs types de réactifs, d’abord avec

du dioxyde de manganese activé ou non dans différent solvants comme le

dichlorométhane et l'acétonitrile, puis avec du DMS025¢ et de I'acide sulfurique, sans

succes. L'utilisation de 3-nitrobenzénesulfonate de sodium dans I’eau avec de la soude a

5% a été décrite 1958257 pour I'oxydation de 'alcool primaire 229 en aldéhyde 230, mais

dans notre cas la réaction n’a pas aboutie.
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I. Des antibiotiques a la résistance des bactéries

Bien que les antibiotiques n’aient été introduits dans la pratique clinique qu’au milieu du
siecle dernier, leur implication dans la gestion d’infections microbiennes est présente
depuis I'Egypte ancienne ou en médecine antique chinoise. L’ére moderne des
antibiotiques a commencé avec la découverte de la pénicilline par Sir Alexander Fleming
en 1928, cultivée a partir d’'un champignon nommé Penicillium notatum. Dés lors, les
antibiotiques ont submergé et révolutionné le marché pharmaceutique. Le
développement de nouveaux antibiotiques par voie semi-synthétique ou par
fermentation microbienne a transformé la médecine moderne et sauvé des millions de
vies. D’abord prescrit dans les années 1940 pour traiter les maladies graves, la pénicilline
a largement été utilisée pour controler les infections bactériennes des soldats durant la
Seconde Guerre Mondiale. Dés 1950, on constate une émergence et une propagation de
souches bactériennes résistantes a tous les antibiotiques disponibles. La plupart des
progres de cette décennie ont ainsi été menacés, révélant la limitation des médicaments
disponibles sur le marché a cette époque. En réponse, de nouveaux antibiotiques ont été
développés comme les béta-lactamines. Malheureusement, depuis maintenant 60 ans des
résistances aux antibiotiques ne cessent d’étre observées2>8 (Tableau 8). Ce processus de

résistance avait déja été souligné par Sir Alexandre Fleming, dés 1945.

Années de mise  Année de découverte de

Antibiotiques Bactéries résistants
sur le marché résistance
1942 Staphylococcus aureus
Pénicilline 1941 1967 Streptococcus pneumoniae
1976 Neisseria gonorrhoeae
1988 Enterococcus faecium r
Vancomycine 1958
2002 Staphylococcus aureus
Amphotéricine B 1959 2016 Candida auris
Méthicilline 1960 1960 Staphylococcus aureus
Céphalosporines (céfotaxime) 1980 1983 Escherichia coli
Azithromycine 1980 2011 Neisseria gonorrhoeae
Imipénem 1985 1996 Klebsiella pneumoniae carbapénémase (KPC)
Ciprofloxacine 1987 2007 Neisseria gonorrhoeae
Fluconazole 1990 1988 Candida
Caspofungine 2001 2004 Candida
Daptomycine 2003 2004 Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline
Ceftazidime-avibactam 2015 2015 Klebsiella pneumoniae carbapénémase (KPC)

Tableau 8 : Principales résistances de bactéries aux antibiotiques ces 80 derniéres années
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En effet, il atteste que la résistance aux antibiotiques est clairement liée a une
surutilisation, et met en garde contre des recours abusifs a ces traitements. Ces abus ne
sont pas uniquement dus a la prise d’antibiotiques chez I'humain. Dans les pays
développés, les antibiotiques sont largement utilisés dans le secteur de I'agriculture.
Chaque année ce sont en effet 17 000 tonnes d’antibiotiques qui sont utilisés aux Etats-
Unis, dont 80% pour le bétail. La contamination environnementale qui en résulte
contribue au développement de résistances bactériennes. Ce bétail, une fois ingéré par

I’humain, contribue aux transferts de bactéries résistances chez '’homme?259-261,

Parmi ces bactéries, le transfert de différentes souches de Staphylococcus aureus (SAR)
résistantes a la pénicilline, a la méthicilline et plus récemment a la daptomycine, est
particulierement préoccupant. Le SAR est une infection courante qui entraine une
mortalité importante en causant des 1ésions cutanées et des pneumonies potentiellement
mortelles quel que soit'age etI'état de santé des personnes concernées. On impute a cette
bactérie 11 000 déces chaque année sur 80 000 individus infectés, faisant de cette souche
la bactérie la plus mortelle résistante aux antibiotiques!34. Pour les souches les plus
résistantes, de nouveaux antibiotiques peuvent étre prescrits, tels que le linézolide, la
dalfospristine, la télavancine, la tigécycline, la ceftaroine, I'oritavancine, la dalbavancine
ou le tédizolide. Malheureusement, la balance bénéfice/risque est incertaine, en raison
des toxicités hors cibles de certaines de ces molécules. Le développement de nouveaux
médicaments antibactériens permettant de contourner les mécanismes de résistance

existants, est donc un enjeu majeur de santé publique mondiale262.

II. Dérivés d’aurones comme agents antibactériens

Dans le cadre du développement de nouveaux antibactériens, certains flavonoides sont
connus comme ayant une activité contre le SAR263. Parmi eux, les aurones représentent
une classe mineure dont les propriétés antibactériennes sont également connues mais
peu exploitées. Au sein de cette sous-famille, trois composés naturels (Schéma 102)
particuliers ont montré une activité antibactérienne : la céphalocérone qui est extraite du
cactus Cephalocereus senilis, connue pour inhiber la croissance d’Erwinia cacticida, une

bactérie de type entérobactérales qui infecte principalement les plantes; ainsi que
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I'hispidol et son dérivé glycosylé I'hispidol-4'-0-B-d-glucoside. Ces derniers ont montré
une activité antifongique en inhibant significativement Ascochyta medicaginis (ou Phoma
medicaginis), pathogene qui infecte principalement la luzerne, la lentille et le pois chiche,

causant ce qu’'on appelle communément la tige noire de printemps.

Céphalocérone Hispidol Hispidol-4'-O-3-d-glucoside

Schéma 102 : Composés naturels de type aurone avec une activité antibactérienne

Dans le cadre du développement de nouveaux antibactériens, une large librairie
d’aurones diversement substituées aux positions 4, 6, 7, 2, 3’,4’, 5’ et/ou 6’ a d’abord été
testée contre le S. aureus résistant a la méthicilline (SARM, a gram positif) et P. aeruginosa
(gram négatif) afin de déterminer les valeurs de MIC (concentration minimal inhibitrice).
Ces tests ont ensuite été réalisés sur un panel plus élargi de micro-organismes, d’origines
bactérienne (gram positif/négatif) ou fongique. Parmi tous les composés testés, trois se
sont révélés particulierement actifs contre les bactéries a gram positif avec néanmoins
quelques variations d’activité (Tableau 9). A l'inverse, ces trois composés se sont révélés
inactifs sur toutes les bactéries a gram négatif a 'exception de H. pylori, avec les dérivés
231 et 233 et V. alginolyticus avec les dérivés 231-233. Des activités antifongiques n’ont
été relevées que pour le composé 231 contre A. niger et F. graminearum, de méme pour
le composé 233 contre C. albicans. La détermination des valeurs de MBC (concentration
bactéricide minimale) pour ces trois dérivés a démontré l'effet antimicrobien via une
action bactéricide, les valeurs de MIC et MBC étant identiques. Les résultats obtenus
concernant H. pylori et V. alginolyticus ont montré une bonne sélectivité vis-a-vis des
souches a gram positif. Cette sélectivité est surprenante car les dérivés de flavonoide ont
souvent montré une activité similaire sur les bactéries a gram positif et a gram négatif,
comme I'indiquent Echeverria & al.264 avec des flavones ou des flavanones. Cette approche
est également prometteuse pour le traitement d’infections gastrointestinales puisque ce

type de pathologies nécessitent une bonne sélectivité pour épargner la flore intestinale.
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Cibles

A. gandavensis
B. subtilis
B. subtilis (résistant a la
nisine)
C. botulinum
C. coccoides

C. difficile

Bactéries a

Gram positif
C. perfringens

E. faecalis
L. lactis
P. acnes
S. aureus SARM
S. thermophilus
A. baumannii
A.baumannii MRS
B. thetaioataomicron
C. farmer
C. corrosifs
E. coli
E. coli MRS
Bactéries a
Gram négatif E. coli EHEC K88
H. pylori
K. pneumoniae
K. variicola
S. enterica
S. flexneri
V. alginolyticus
V. diable
Mycobactérie M. smegmatis
A. flavus
A. ochraceus
A. niger
C. albicans
Champignons F. graminearum
F. oxysporum
F. verticillioides
P. verrucosum

S. chartarum

Tableau 9 : Criblage de plusieurs aurones dont 231-233 sur différents micro-organismes

231

31.25
62.5-125

31.25

500
500
62.5
7.8
15.6
15.6
31.25
15.6-31.25
31.25
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
15.6
>500
>500
>500
>500
31.25
>500
>500
>500
>500
62.5
>500
31.25
>500
>500
>500
>500

232

15.6
62.5

31.25

500
>500
62.5

31.25-62.5

125-250
15.6
31.25

7.8-15.6
31.25
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500

125
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500

31.25
7.8

3.9

62.5
250
31.25
31.25-62.5
15.6-31.25
31.25
31.25
15.6
125
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
>500
15.6
>500
>500
>500
>500
3.9
>500
>500
>500
>500
>500
125
500
>500
>500
>500
>500
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L’activité biologique des aurones 231 et 233 dépend essentiellement du nombre de
groupes hydroxyles présents. Nous nous proposons ici d’explorer les capacités

d’inhibition des aurones contre H. pylori, sur la base de ces résultats préliminaires.

III1.Conception d’aurones contre H. pylori

1. Pathogénese d’Helicobacter pylori

Helicobacter pylori (H. pylori) est un bacille hélicoidal microaérophile découvert en 1983.
Touchant pres de la moitié de la population mondiale, il est responsable de I'infection
bactérienne la plus fréquente et la plus persistante au monde. Dans les pays développés,
la prévalence d’infection est inférieure a 40%, contre 90% dans les pays en
développement. Le mode de transmission de la bactérie peut se faire par voie oro-orale
ou gastro-orale. En effet, cette bactérie a été isolée a partir de selles, de salives et de
plaques dentaires. On constate qu’Helicobacter pylori est impliquée dans la gastrite
chronique active, dans le développement d’ulceres gastro-duodénaux mais elle constitue

surtout un facteur de risque dans le développement du cancer gastrique.

Plusieurs stratégies de traitement sont disponibles mais leur efficacité est compromise
par I'émergence rapide de souches résistantes aux antibiotiques, ainsi que par la faible
adhérence des patients aux traitement. Ces deux phénomenes réduisent l'efficacité des

traitements d’environ 80%265.

Dans un premier temps lorsque H. pylori, elle est immédiatement éradiquée a l'aides
d’antibiotiques. Les traitements de premiére intention sont scindés en deux groupes
distincts dépendant de la résistance a la clarithromycine (antibiotique principalement
pour cette bactérie). Selon le taux de résistance, les traitements vont étre adaptés en
associant plusieurs antibiotiques. On parlera alors de double, triple ou quadruple
thérapie, ou encore de thérapie hybride ou concomitante. Viendront ensuite les
traitements de deuxieme et troisieme intention basés sur la quadruple thérapie avec ou

sans bismuth.265.266
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L’utilisation de probiotiques a également été suggérée pour diminuer les effets
secondaires des antibiotiques actuels et pour améliorer le taux d’éradication de H. pylori.
Lactobacillus reuteri (L. reuteri) a été identifiée comme étant le meilleur choix de souche
pour l'utilisation de probiotique. Des études sur l'efficacité de L. reuteri utilisé en tant
qu’adjuvant avec un antibiotique ont déja été effectuées. En particulier, un essai sur 23
patients a été mené reposant sur l'utilisation de cette méme souche couplée au
pantoprazole, avec des taux d’éradication de 65%. D’autres études examinent la
possibilité d’utiliser des probiotiques alternatifs (Bifidobacterium animalis lactis,
Enterococcus faecium ou Saccharomyces boulardii) en tant qu’adjuvants dans le cadre de

'éradication de H. pyloriZ.

Nombreuses sont les études publiées ces dernieres années, relatives aux traitements
d’éradication de H. pylori. Les résultats sont variables mais renforcent l'intérét de
développer de nouveaux traitements contre I'infection bactérienne la plus fréquente et la
plus persistante dans le monde. C’est dans cette optique que nous souhaitons proposer
une étude sur la relation structure-activité des aurones polysubstituées comme

antibactériens contre H. pylori.

2. Relation Structure-Activité

Plusieurs dérivés d’aurones déja disponibles au laboratoire ont été criblés sur H. pylori,
dans le but d’établir une relation structure-activité a partir des MIC. Ces informations

résumées dans le Tableau 10 ont permis d’établir une ligne directrice pour la suite des

syntheses.
234 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244
F OBn OH HO  OH i-Pr tBu OH F
— o === - === OH - === . o » ===
O,
100 - - - 25 25
oH ©
HO. o
15,6 62,5- 62,5-
(| 312 | s00 7,8-15,6 62,5-125 o
OH
OH
o] 125-
o = o o 100 125-500 o o o 125 500
o

Tableau 10 : Valeurs de MIC des aurones 234-244 contre H. pylori
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En comparant les composés 234-236 avec le reste des molécules testées ci-dessus, on
peut considérer que la présence de groupements hydroxyles en position 4 et 6 (cycle A)
semble favoriser I'activité. Toutefois il est possible d’atteindre des valeurs voisines avec
seulement un hydroxyle en position 4. A I'inverse, la fonctionnalisation de la position 7
par un hydroxyle n’est pas essentielle pour I'activité (MIC > 100 pM). La position 6 n’a pas
été explorée dans ces tests préliminaires. La présence d'un ou plusieurs hydroxyles sur le
cycle B, n'a en revanche pas mené a une activité plus importante, comme l'attestent les
dérivés 237,238,239 et 243 avec des MIC 2 125 pM. Les composés 241 et 242 contenant
des groupements volumineux en position 4’ ont quant a eux conduit a une amélioration
significative de la MIC avec des valeurs de 25 pM. Ces valeurs se rapprochent de celles
obtenues avec le composé 236 qui porte un groupement o-benzyle. Cette premiere
librairie nous permet d’élaborer une premiere relation structure-activité, résumée ci-

dessous (Schéma 103).

Présence de  groupement
volumineux apolaire en position
4' avec la présence ou non d'un
substituant type methoxy en
position 3'

position 4 uniquement ou 4
et 6

[Présence d'hydroxy er]

Schéma 103 : SAR des dérivés dirigés contre H. pylori

3. Discussion

Sur la base des premieres observations, nous avons synthétisé dix nouveaux composes,
qui nécessitent une seule étape de synthese, mais aux purifications parfois laborieuses.
Les condensations aldoliques ont toutes été réalisées en milieu basique en présence
d’hydroxyde de potassium a 50%. Deux méthodes de synthese issues d’observations
faites au laboratoire ont été mises en place suivant le nombre de groupements hydroxyles
présents. En effet, lorsqu’il y a plus d'un hydroxyle présent en totalité sur les cycles A

et/ou B, on préferera l'utilisation d’éthanol a reflux. A l'inverse, pour seulement un

hydroxyle présent on choisira le méthanol a température ambiante. L'isolement de
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I’ensemble des composés a été effectué via une étape de purification sur gel de silice dont
les gradients d’élution ont varié selon la polarité des produits et la présence d'impuretés.
Seul le composé 246 a été recristallisé a partir du cyclohexane avec un rendement tres

faible de 3% (Schéma 104).

La détermination des MIC a révélé que la seule présence d’hydroxyle en position 4 des
composés 245 et 246 n’était pas suffisante pour obtenir une activité proche des résultats
déja obtenus. En effet, les valeurs de MIC sont 5 fois supérieures a celles des analogues
231 et 233 qui contiennent un hydroxyle supplémentaire en position 6. Il en est de méme
lorsque I'hydroxyle est placé en position 6 comme le montrent les résultats des dérivés
247 et 248. En somme, 'unique présence d’un seul hydroxyle sur le cycle A n’est pas

suffisante pour améliorer I'activité.

s N
Dérivé de Dérivé de
Re e} benzaldéhyde benzaldéhyde HO 0)
- . -
MeOH, r.t EtOH, reflux
R, © oH O
249 : R4 = OH; Rg = OH; R3 =OH; Ry = H 1%
245 R, ~OM Re =M. Ry =H R, = H 7% 250 : R, = OH; Rg = OH; Rz = OMe; Ry =H 1%
246 : R, = OH; RG =H; R3' = OMe; R4 = OBn 3% 251: R4 = OH; Re = OH; R3- =H; R4v =0Bn 25%
247 : R, = H: Rg = OH: Ry = H: Ry = H 71% 252 : R, = OH; Rg = OH; Ry = OMe; Ry = OMe  25%
248 : R, = H; Rg = OH; Ry = OMe; R = OBn  17% 253 : Ry = OH; Rg = OH; Ry = H; Ry = t-Bu 20%
254 : R4 = OH; Rg = OH; R3 = H; Ry = i-Pr 10%
\. J

Schéma 104 : Conditions de couplage des dérivés d’aurones en fonction du nombre d’hydroxyle

Nous nous sommes alors intéressés a des composés contentant un hydroxyle en position
4 et 6, en vert sur le Schéma 104. La présence d’hydroxyle ou de méthoxyle en position
3’, (respectivement composés 249 et 250) a conduit a des valeurs de MIC de 125 uM,
nettement supérieures aux valeurs des dérivés 231 et 233. De méme, lorsque deux
méthoxyles sont présents (composé 252), aucune amélioration n’est décelable.
Contrairement a ce qui était attendu, la seule présence du o-benzyle en position 4’ sur le
composé 251 n’a pas non plus mené a une amélioration de 'activité (MIC > 500 uM).
Puisque le composé 233 avec un MIC de 7,8-15,6 uM contient également un o-benzyle
(position 4’) et un méthoxyle (position 3’), il est donc nécessaire que ces deux
groupements soient présents sur le cycle B pour observer une activité intéressante

(Graphique 14).
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Dans notre recherche de nouveaux motifs sur le cycle B, nous avons souhaité introduire
des groupements plus volumineux a la place du o-benzyle en position 4’ : a cet effet nous
avons synthétisé les dérivés 253 et 254, avec des chaines alkyl tert-butyle et iso-propyle,
respectivement. Leurs valeurs de MIC ont chuté, montrant une amélioration de l'activité

vis-a-vis de H. pylori (15,6 uM pour les deux composés) (Graphique 14). Grace a ces

résultats nous savons que la présence de groupement volumineux en position 4’ est une

piste a explorer pour le développement futur d’agents antibactériens contre H. pylori.

Valeurs des MIC des dérivés 245-254
>500 >500 >500 >500
500
400
s
S 300 250
[ =
()]
(©]
s 200 125 125 125
100
15,6 15,6
ar A&
0
245 246 247 248 249 250 251 252 253 254

Graphique 14 : Valeurs des MIC des dérivés 245-254

IV. Conclusion

La syntheése de quelques composés a permis de dresser une premiere esquisse des
positions vers lesquels orienter nos syntheses. La présence d’hydroxyles en positions 4 et
6 du cycle A, ainsi que celle d'un groupement volumineux en position 4’ du cycle B,
semblent nécessaires. Des dérivés pourraient étre synthétisés en explorant les
possibilités de greffer des blocs plus volumineux en position 4’ ou de fonctionnaliser la
position 3’ avec les mémes chaines alkyles utilisées pour les dérivés 253 et 254. La
présence de groupements apolaires/aprotiques semble étre une voie a explorer
puisqu’aucun des dérivés contenant d’hydroxyle sur le cycle B n’a montré une bonne

activité.
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I. Projet tyrosinase (hsTYR)

La conception d’inhibiteurs de la hsTYR est un domaine de recherche en pleine
émergence, soutenu par les progres récents réalisés dans la découverte de l'implication
supposée de hsTYR dans plusieurs pathologies. Les premiers agents anti-hsTYR ont été
rapportés au cours des dernieres années avec 'utilisation de motifs de liaison au centre a
cuivre non oxydable. Parmi ces motifs on retrouve : le 3-hydroxy-ZH-pyran-2-one, le 3-
hydroxypyridin-4(1H)-one, le 3-hydroxy-4H-pyran-4-one, le 1-hydroxypyridin-2(1H)-
one ou le 2,4-résorcinol, qui ont fourni des inhibiteurs efficaces de hsTYR, comme
I'aurone-HOPNO ou le thiamidol. Ces récentes études ont annoncé la fin de la prévalence
historique des tests réalisés sur abTYR et ont offert des données cliniques prometteuses
contre le traitement de lésions cutanées telles que les taches de vieillesses ou le
mélasma. La connaissance du cycle catalytique et de la spécificité de substrat de I'enzyme
est une avancée majeure et devrait conduire a un changement de paradigme dans le choix

des groupes chélateurs du cuivre dans les années a venir.

Idéalement, une mesure directe de l'activité d'inhibition de hsTYR effectuée sur I'enzyme
isolée fournirait des données cinétiques précieuses, révélant le mécanisme d'action et
donnant des indices sur le site de liaison. Malheureusement, I’expression de hsTYR reste
un défi perpétuel a cause de sa maturation complexe inaccessible dans des systemes
bactériens classiques et peu couteux tels que E. coli. Par conséquent des systéemes plus
élaborés ont été développés comme l'expression dans des cellules d’insecte (Sf9). Ces
nouvelles méthodes de production s’averent coliteuses et plus techniques, limitant ainsi
les quantités d’enzymes produites. Par conséquent, le nombre de composés pouvant étre
engagés dans des tests est limité. Le temps de production de I'enzyme est également un
facteur non négligeable dans le cadre de ce projet puisqu’il faut plusieurs mois pour
produire I'enzyme et réaliser les expériences. De maniere générale le développement
d'inhibiteur de hsTYR portant sur des motifs 4-hydroxyle ou 3,4-dihydroxyle doit étre
évité, car ils pourraient se comporter comme des substrats alternatifs plutot que comme
des inhibiteurs, produisant des quinones toxiques, similaires a celles obtenues a partir

de L -tyrosine et L-DOPA.
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Une attention particuliere devrait étre accordée aux interactions moléculaires avec la
deuxiéeme spheére de coordination du centre a cuivre et les résidus distants (E203, boucle
flexible 302-310, H304, K306, R308, T343, T352, N364, 1368, S375, V377 et S380) qui
semblent cruciales pour leurs interactions potentielles avec les composés. La publication
récente de la structure cristalline de hsTYRP1 offre une opportunité sans précédent, qui a
permis la construction de modeles d'homologies plus robustes. Cependant, certaines
lacunes subsistent, comme la modélisation des résidus H304, K306 et R308, tous absents

de hsTYRP1.

Dans les limites de la réalisation de ce projet, le développement d’inhibiteurs (Schéma
105) s'est d’abord orienté vers la pharmacomodulation du dérivé (Z)-2-(2,4-

dihydroxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one 53 et de I'aurone - HOPNO 50.

PH (5 %
i %gﬂ & %O @
O,
O — OH Oé — cb\,o
[} Modulation g Crlblage sur lysats d—cO
Synthése chimique et cellules

entieres MNT-1 Test sur TyH
(Coll. Marseille)

Schéma 105 : Ligne directrice — étapes clés du projet

Nous disposons actuellement d’une librairie de plus de 70 dérivés. Tous ont d’abord été
testés sur lysat de cellules MNT-1. Ce criblage sur lysats est une étape essentielle
permettant de cibler les composés les plus actifs et ainsi permettre une premiére
sélection. Ce test est rapide et facile a mettre en ceuvre dans la mesure ou les lysats

cellulaires sont accessibles via une collaboration avec I'Université Aix-Marseille.
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Au sein de notre librairie, 19 composés ont été sélectionnés pour étre évalués sur cellules
afin de déterminer leur activité et cytotoxicité. Seuls deux composés, 59 et 82 se sont
révélés particulierement actifs lors du test sur lysats (ICso = 1.57 + 0.09 et 1.6 + 0.2,
respectivement) et ont fait 'objet d’'une évaluation pour déterminer leur activité sur

I'enzyme isolée hsTYR, réalisée au Technion - Israel Institute of Technology d’Haifa.

Inhibiteurs Type d’inhibition Ki (uM)
59 Compétitif (partiel)  0.55 +0.09
82 Compétitif (partiel) 0.25 + 0.04
Acide kojique Mixe 1100 + 300
Aurone - HOPNO Compétitif 0.35
Thiamidol Compétitif 0.25

Tableau 11 : Comparaison des inhibiteurs 59 et 82 avec le thiamidol, 'aurone-HOPNO et un inhibiteur de
référence l'acide kojique
L’inhibiteur 82 s’est avéré étre un bon candidat pour la suite du projet car son K; (0.25
uM) est identique a celui du thiamidol (Tableau 11) qui est déja utilisé dans des crémes
de soin%67 commercialisées par Eucerin® Le composé 59 possede également un Ki
relativement bas (0,55 uM). Les constantes d’inhibition des dérivés 59 et 82 sont proches
de celle de I'aurone-HOPNO (Ki = 0,35 pM) connu comme étant avec le thiamidol
I'inhibiteur le plus actif rapporté dans la littérature. Néanmoins, il faudra attendre les
résultats des tests sur cellules pour évaluer leur capacité a pénétrer la membrane

cellulaire et leur potentiel d’utilisation in vivo.

Perspectives :

Le travail entrepris durant cette thése ouvre plusieurs perspectives.

e (Certains composés ont été testés sous la forme d’'un mélange racémique, comme le
dérivé 73, ou en mélange Z/E comme les hémiindigos 78 et 79. On pourrait envisager

la séparation des énantiomeres du dérivé 73, et favoriser I'isomérisation vers la forme
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Zou E pour les dérivés 25 et 26 en les irradiant a une longueur d’onde précise (Schéma

106).

OH

CE Bog

(e}
73 :X=C-CH;
78 : X = NMe
79 : X = NPropyl

J

Schéma 106 : Inhibiteurs testés sous la forme d’un mélange R/S ou Z/E

e La synthese des benzofuranes est elle aussi en suspens : trois dérivés (Schéma 107)
ont été synthétisés, dont 92 et 93 qui présentent une cétone a la place du proton
vinylique présent sur les aurones. L’objectif du développement de ces composés est de
s’écarter du squelette des aurones en conservant les éléments les plus favorables. Des
dérivés réduits de 92 et 93 pourraient nous apporter des informations
complémentaires quant au réle du proton vinylique sur les aurones et les autres

hémiindigoides.

( ~\
OH

@ rc(; OH

R4

91:R;=X=H

92: Ry =Me; X=CO
93 : Ry =NH, X=CO
. J/

Schéma 107 : Benzofuranes synthétisés

La réduction de la cétone a été réalisée d’apres le (Schéma 108) dans le cadre d’un
stage de M1 d’'une durée de deux mois. La réduction a été réalisée via une réaction de
Wolff-Kishner en présence d’éthylene glycol, d’hydrazine et de potasse. Cette étape
ainsi que I'étape de déprotection sont limitantes. En effet, seul le composé 92 a été
engagé dans I'étape finale de déprotection et n’a pas pu étre purifié, au vu du nombre

de produits secondaires formés. Il faudrait envisager une autre méthode de réduction
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pour optimiser les quantités de produit formé et ainsi permettre d’optimiser

'isolement des produits finaux.

s ™
OMe OMe OH
oM oM OH
oS meon () oo (D
0 PPYSUEI 0 BB oG 0
O p oMe  180°C==130°C O p oMe  BBrs, 0°C O p oH
0 Ethylene Glycol
R R R
92 : R =CHj; 255:R=CH; 15%
93 : R=NH, 256 : R=NH, 12%
\ J

Schéma 108 : Réduction de la cétone des composés 92 et 93

e Les molécules synthétisées au laboratoire depuis janvier 2021, confirment I'intérét
d’'une substitution sur la position 7 des aurones et des inda-aurones par des
groupements polaires pouvant former des liaisons hydrogenes avec des résidus
présents dans la seconde sphére de coordination (Schéma 109). Pour le moment
aucune avancée n’a été faite concernant la coordination du centre a cuivre avec

d’autres motifs que le résorcinol.

Schéma 109 : Inhibiteurs testés sur enzyme isolée (hsTYR)

La recherche autour de nouveaux motifs chélateurs du cuivre devra étre poursuivie si

les résultats sur cellule ne sont pas a la hauteur de nos attentes.

¢ Enfin, un des aspects originaux de ce projet est articulé autour du développement de
photoswitches. Nous avons durant cette these concentré nos efforts sur la synthese

d’hémithioindigo et d’hémiindigo. Pour compléter cette série, il faudrait pourvoir

187



Chapitre V : Conclusion générale

connaitre 'activité du composé 257 (Schéma 110) qui confirmerait I'intérét d'une

substitution a cette position.

Schéma 110 : Composé a développer comme analogue de 77

Ces composés pouvant étre facilement irradiés, il pourrait étre intéressant de les tester
sur lysats sous leur forme E. Cette perspective pourrait conduire au développement de
photoswitches dont les propriétés de fluorescences pourraient également étre

optimisées.

II. Projet H. pylori

Nous avons synthétisé 10 composés supplémentaires sur la base des informations
préliminaires. Les molécules 253 et 254, les plus actives (MIC = 15,6 puM), partagent une
similarité structurelle, un motif 4,6-dihydroxyle sur le cycle A. Il est important de noter
que le squelette aurone elle-méme porte l'activité, contrairement a certains dérivés
incorporant des fragments antibactériens déja connus couplés aux aurones (tels que
le ferrocene, le nitroimidazole ou le nitrofurane). Les aurones non couplées aux
antibactériens permettent de limiter la cytotoxicité car les composés incorporant des
aurones et des fragments antibactériens, déja présents dans la littérature, souffrent de
cytotoxicités élevées. Ces résultats démontrent que les aurones sont adaptées pour
la conception d'agents antibactériens et que la diversification du modéle de substitution
pourrait étre un moyen efficace de produire de nouveaux antibiotiques actifs contre les

bactéries pathogenes et surtout sans danger pour les cellules humaines.
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Material and methods

Cell culture for L-DOPA oxidase activity??: Human melanoma cells (MNT-1) were
obtained from the National Institute of Health (NIH) and were grown in Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum and 1%
antibiotics, in 75 cm? ventilated flask maintained at 37 °C in a 5% CO2 incubator. Cells
were routinely passed using trypsin-EDTA solution. Inhibition of tyrosinase by test
compounds was first evaluated using cell lysate prepared from MNT-1 cells. Briefly,
confluent MNT-1 cells cultivated on 75 cm? flasks were washed with phosphate buffer
saline (PBS) and detached using trypsin-EDTA solution. Cells suspension was aliquoted in
cryotubes (approximately 4.10°¢ cells per tube) and tubes were then centrifuged at 1200
rpm for 5 min. Supernatants were eliminated and cells pellets were snapfrozen in liquid

nitrogen before being stored at —-80 °C until tyrosinase assay.

L-DOPA oxidase activity of tyrosinase :

MNT-1 cells were washed and lysed with 1 mL of PBS/Triton 1X. The lysate was
subsequently centrifuged three times at 3000 g for 3 min, spaced with a 2 min break in
ice to maintain a temperature of 0 °C. The supernatant was then extract and diluted to get
10 mL, then 96 pL of supernatant was seeded on 96-well plates. Next, 4uL of inhibitors
(6,4 mM) was added and incubated for 10 min. L-DOPA in PBS/Triton 1X (4 mM) diluted
beforehand and placed at 37 °C was added to well plates and the melanin formation was
evaluated by measuring absorbance at 600 nm using a SPECTRA MAX® ABS Plus

microplate reader, results were presented as median inhibitory concentration (ICso).

Statistical analysis :

All experiments were determined by using GraphPad Prism 8.0. Each experiment was
performed three times, and the obtained data were normalized and presented as curves
defined between 0% to 100%. The data are presented as mean * standard error of the

mean (SEM).
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Svnthesis and Purification :

Chemicals, reagents and solvents were purchased from Aldrich, Merck, Alfa Aesar, TCI, or
FluoroChem companies and used without any further purification. All reactions were
controlled by using thin-layer chromatography (TLC) used Macherey-Nagel silica gel 60
with fluorescent indicator UVzs4 a thickness 0,20 mm. Purification were performed by
flash chromatography used Macherey-Nagel silica gel 60 M, 0,04 - 0,063 or by reverse-
phase high pressure liquid chromatography (RP-HPLC) on a Nucleosil C18 column (300
A 125x3 mm,5 um) with UV monitoring at 214 nm and 250 nm.

Characterization :

1H and 13C nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were recorded on a Briiker AC-400
instrument (400 MHz for 'H and 101 MHz for 13C) at room temperature in deuterated
solvent (Chloroform-d, Methanol-d4+and DMSO-ds). Chemical shifts (8) are reported to the
solvent in which the spectrum was recorded. Following standard abbreviations were used
to interpret NMR spectra: s (singlet); br s (broad singlet); d (doublet); dd (doublet of
doublets); ddd (doublet of doublets of doublets); t (triplet) dt (doublet of triplets); q
(quartet). Interpretation of 1H and 13C NMR spectra often needed the support of 2D
spectrum (COSY and HMQC/HSQC) records. Protons and carbons of aurones and

precursors were numbered as below when associated with 1H and 13C NMR signals.

5' 4'
3 5
S 5 NN 3
5 Z1 6 2
49 o B
O X=CH, NH,NR, O, S X = NO,,0H
Z=C, N

Mass spectra (Electrospray lonization - ESI, High Resolution Mass Spectrum - HRMS and
Gas chromatography - mass spectrometry - GC-MS) were acquired by the Institute of
Molecular Chemistry of Grenoble (ICMG - FR 2607), on an Esquire 300 Plus Briiker

Daltonis instrument with a nanospray inlet.
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Glossaire

SYNTHESIS OF SYNTHONS (p202-212):138,141,146,148,149,156,157,169,174 182,199,
202,203,212, 224, 225.

MONO-METHOXYLATION OF HYDROXYL ANALOGS (p212-214) : 144,150, 151, 188, 183.

DIRECT SYNTHESIS OF INDIGOID DERIVATIVES (p214-221) : 96, 101, 112, 113, 114, 116,
117,118, 160,162,164, 165, 226.

SYNTHESIS OF DERIVATIVES VIA ALUMINA-MEDIATED ALDOLIC CONDENSATION (p221-
222):158,197.

SYNTHESIS OF AURONE WITH KETONE MODULATION DERIVATIVES (p222-224):206, 208,
222.

AURONE SYNTHESIS FROM CHALCONE DERIVATIVES (p224-228) : 152,153, 189, 192,

SYNTHESIS OF HEMITHIOINDIGO DERIVATIVES FROM NITROCHALCONE (p228-229) : 191,
193, 195, 196,.

AURONE SYNTHESIS BY ULTRASOUND COUPLING (p230-234):, 98, 99, 100, 110, 105, 106,
107,108,109, 111, 115.

SYNTHESIS OF AURONE VIA BASIC ALDOLIC CONDENSATION (p235-242) : 200, 248, 246,
245,97,167,170, 207, 235, 252, 249, 250, 254, 253, 251.

SYNTHESIS OF DERIVATIVES VIA DEPROTECTION OF METHOXY ANALOGUES (p244-255):
65,66,67,68,71,72,73,74,75,77, 80, 85, 86, 87, 89,90, 91, 93, 94, 104, 145.

SYNTHESIS OF N-FONCTIONALIZED AZA-AURONES AND DEPROTECTION OF METHOXY
ANALOGUES (p255-256): 78, 79

DIRECT SYNTHESIS OF INDAZOLE VIA DAVIS-BEIRUT REACTION (p257):76
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General procedures

General procedure A. To a solution of phenol derivative (1eq) in an aqueous sodium
hydroxide solution (50%, 1 mL/mmol) was added chloroacetic acid (1,2eq) at room
temperature and the mixture was stirred at 60 °C for 2h. An aqueous solution of
hydrochloric acid was added to adjust the pH to 1. After cooling, the mixture was extracted
with EtOAc. The combined organic layers were washed with water, washed with brine,
dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under

reduced pressure to afford the corresponding crude derivatives.

General procedure B. To a mixture of amine hydrochloride derivative (20,6eq) and
NaHCOs3 (17eq) in H20 (0,16 mL/mmol), 2,4,6-trihydroxyacetophenone (1leq) was added.
The reaction mixture was heated to 70 °C and stirred for 10 h under an argon atmosphere.
After cooling, the mixture was poured into water (10 mL) and then extracted with EtOAc.
The combined organic layers were washed with saturated aqueous Na2COs and brine,
dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under

reduced pressure to afford the corresponding crude derivatives.

General procedure C. To a solution of a phenol derivative (1eq) in acetone (5 mL/mmol)
was added K2C0s3 (1.3eq) and dimethylsulfate (1.2eq) was added dropwise. The reaction
mixture was heated to reflux for 5h. After completion of the reaction, the solution was
filtered and concentrated under reduced pressure to afford the corresponding crude

derivatives.

General procedure D. To a solution of 6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one in methanol (3
mL/mmol) were added an aqueous solution of potassium hydroxide (50%, 5 mL/mmol)
and a benzaldehyde derivative (1 to 2 eq). The solution was refluxed until TLC showed
complete disappearance of the starting material (2 to 5 hours). After cooling, methanol
was removed under reduced pressure, then the residue was diluted into distilled water
(50 mL/mmol) and an aqueous solution of hydrochloric acid (10%) was added to adjust

slowly the pH until full precipitation. The mixture was then extracted with EtOAc or
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CH2Cl2. The combined organic layers were washed with water and brine, dried over
anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under reduced
pressure to afford the corresponding crude (Z)-2-benzylidenebenzofuran-3(2H)-one

derivative.

General procedure E. To a solution of benzofuran-3(2H)-one, 5-hydroxy-2,3-dihydro-
1H-inden-1-one and 2,3-dihydro-1H-inden-1-one (leq) in methanol (5 mL/mmol) was
added dropwise thionyl chloride (1.5eq) at room temperature. Benzaldehyde derivative
(1leq) was then added and the mixture was stirred until precipitation appears (1 to 4
hours). After completion of the reaction, methanol was removed under reduce pressure,
then the residue was washed with cold methanol and hot water to afford the

corresponding crude derivative.

General procedure F. To solution of 2,3-dihydro-1H-inden-1-one, 1H-indene-1,3(2H)-
dione in methanol (3 mL/mmol) were added NaH (1eq) and 2,4-dimethoxybezaldehyde
(1eq.). The solution was stirred until complete precipitation of the expected product (1 to
2 hours). The solid was then filtered and washed with cold methanol, and hot water to

afford the corresponding pure product.

General procedure G. To a solution of a benzofuran-3(2H)-one or benzo[b]thiophen-
3(2H)-one derivative in anhydrous CH2Clz (20 mL/mmol) were added 2,4-
dimethoxybezaldehyde (1.5eq) and aluminum oxide (4 g/mmol). The suspension was
stirred overnight under argon at 25 °C, and the solid was removed by filtration. The
filtrate was concentrated under reduced pressure to afford the corresponding crude

derivative.

General procedure H. To a solution of acetophenone derivative in ethanol (3 mL/mmol)
were added an aqueous solution of potassium hydroxide (50%, 5 mL/mmol) and 2,4-
dimethoxybezaldehyde (1.5eq.). The solution was refluxed until TLC showed complete
disappearance of the starting material (2 to 5 hours). After cooling, ethanol was removed
under reduced pressure, then the residue was diluted with distilled water (few drops)
and an aqueous solution of hydrochloric acid (10%) was added to adjust slowly the pH to

7 - 8. The mixture was then extracted with EtOAc. The combined organic layers were
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washed with water and brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the
filtrate was concentrated under reduced pressure to afford the corresponding crude

chalcone derivative.

General procedure 1. To a solution of acetophenone derivative in ethanol (3 mL/mmol)
were added NaOH (1.2eq) and 2,4-dimethoxybezaldehyde (1eq). The solution was stirred
at 0 °C until the complete precipitation (overnight). The precipitate was filtered, washed
with cold ethanol, water and brine to afford the corresponding crude nitrochalcone

derivative.

General procedure . To a solution of 2’-nitrochalcone derivatives in DMSO (3 mL/mmol)
were added suffer (5eq) and triethylamine (5eq). The solution was heated at 100 °C until
TLC showed complete disappearance of the starting material (2 to 5 hours). After cooling,
the mixture was extracted three times with EtOAc. The combined organic layers were
washed with water and brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the
filtrate was concentrated under reduced pressure to afford the corresponding crude

hemithioindigo derivatives.

General procedure K. To a solution of 2,3-dihydro-1H-inden-1-one or benzofuran-
3(2H)-one in acetonitrile (15 mL/mmol) were added ethylenediamine diacetate (1.2eq)
and the benzaldehyde derivative (1eq). The mixture was stirred under ultrasound until
solid appearance (5 to 10 mins). The precipitate was then filtered, washed with

acetonitrile, and hot water to afford the corresponding crude aurone derivatives.

General procedure L. To a solution of benzofuran-3(2H)-one, indolin-3-one or
benzo[b]thiophe-3(2H)-one derivatives in methanol (10 mL) were added an aqueous
solution of potassium hydroxide (50%, 5 mL/mmol) and the benzaldehyde derivative
(1leq). The mixture was stirred at 37 °C until solid appearrance. The precipitate was
filtered, washed with cold methanol, and hot water to afford the corresponding crude

aurone derivatives.

General Procedure M. To a solution of 4-hydroxy-, 6-hydroxy- or 4,6-dihydroxyfuran-
3(2H)-one in ethanol (10 mL) were added an aqueous solution of potassium hydroxide

(50%, 5 mL/mmol) and the benzaldehyde derivative (1eq). The solution was refluxed
197



Chapitre VI : Partie expérimentale

until complete disappearance of the starting material (2 to 5 hours). After cooling, ethanol
was removed under reduced pressure, then the residue was diluted with distilled water
and an aqueous solution of hydrochloric acid (1M) was added to adjust the pH to 1. The
mixture was then extracted with EtOAc or CHzCl2. The combined organic layers were
washed with water and brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the
filtrate was concentrated under reduced pressure to afford the corresponding crude (Z)-

2-benzylidenebenzofuran-3(2H)-one derivative.

General procedure N. To a solution of chalcone derivatives in pyridine (16 mL/mmol)
was added Hg(OAc)z (1eq) at room temperature, and the mixture was refluxed for 15 h.
The cooled reaction mixture was poured into ice-cold water and extracted with EtOAc.
The combined organic layers were washed with water and brine, dried over anhydrous
magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to

afford the corresponding crude product.

General Procedure O. To a solution of a flavonoid derivatives in anhydrous CH2Clz (5
mL/mmol) was added pure boron tribromide (10 eq) at 0 °C. The solution was stirred at
room temperature until TLC showed complete disappearance of the starting materials (2
to 4 days). Cold water was then added and the suspension was extracted three times with
EtOAc, washed with water and brine. The combined organic layers were dried over
magnesium sulfate, filtered and the filtrate was concentrated under reduced pressure to

afford the corresponding crude derivatives.

General Procedure P. To a solution of 2-(2,4-dimethoxybenzylidene)indolin-3-one (1eq)
in DMF (15 mL/mmol) was added NaH (1.5eq) followed by the addition of the
corresponding halogenoalkane derivative (1.2eq). The solution was stirred at room
temperature until TLC showed complete disappearance of the starting material (5 min).
Cold water was then added and the suspension was extracted three times with EtOAc,
washed with water and brine. The combined organic layers were dried over magnesium
sulfate, filtered and the filtrate was concentrated under reduced pressure, and used
without further purification. The crudes anhydrous intermediates were solubilized in
CH2Cl2 (5 mL/mmol) and pure boron tribromide (5 to 10 eq) was added at 0 °C. The
solution was stirred at room temperature until TLC showed complete disappearance of
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the starting material (2 to 4 days). Cold water was then added and the suspension was
extracted three times with EtOAc, washed with water and brine. The combined organic
layers were dried over magnesium sulfate, filtered and the filtrate was concentrated

under reduced pressure to afford the corresponding crude derivatives.

SYNTHESIS OF SYNTHONS

N-(4-Acetyl-3-hydroxyphenyl)acetamide (138). To a solution of 3-aminophenol (500
mg, 4.6 mmol) in anhydrous EtOAc (10 mL) was added NaOH (460 mg, 11.5 mmol), Ac20
was added dropwise and the mixture was stirred at 80 °C for 3h. After completion of the
reaction, the mixture was cooled to room temperature, water and brine were added and
the mixture was extracted with EtOAc. The combined organic layers were dried over
anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under reduced
pressure to afford the crude intermediate 3-acetamidophenyl acetate as a colorless oil
used without purification. To a mixture of crude 3-acetamidophenyl acetate (888.3 mg 4.6
mmol), was added AlCl3 (3.1 g 23.0 mmol) and the reaction was heated to 135 °C for 5h
(no solvent). After the completion of the reaction, the mixture was poured in ice/water
and stirred for another 1 h at 50 °C. The mixture was then extracted with EtOAc, the
combined organic layers were washed with water, washed with brine, dried over
anhydrous magnesium sulfate, filtered off, and the filtrate was concentrated under
reduced pressure and the obtained residue was recrystallized from toluene to afford 138
as a pure white solid. (36%). C10H11NOs. 1TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.67 (d, 1H,
] =8.7 Hz, Hs), 7.43 (s, 1H, -NH), 7.17 (dd, 1H, ] = 8.7, 2.1 Hz, He), 7.07 (d, 1H, ] = 2.1 Hz,
H2), 2.58 (s, 3H, CH3(2»), 2.20 (s, 3H, CH3(2)). 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) 6 203.05,
168.83, 163.70, 145.04, 132.07, 116.20, 110.29, 107.19, 26.34, 24.83. HRMS 194.0809
m/z [M+H]* (calc for C10H12NO3, 194.0809).
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4-Amino-2-hydroxyacetophenone (141). N-(4-acetyl-3-hydroxyphenyl)acetamide
138 (300 mg, 2 mmol) was dissolved in an aqueous solution of hydrochloric acid 6N (20
mL), the mixture was heated at 50 °C under stirring for 3h. After being cooled to room
temperature, the mixture was diluted with water (20 mL) and neutralized with an
aqueous solution of sodium hydroxide (5%) until pH 7-8. The mixture was extrated with
EtOAc. The combined organic layers were washed with water and brine, dried over
anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under reduced
pressure to afford 141 as a pale yellow solid (87%). CsHoNO2. 1TH NMR (400 MHz,
Chloroform-d) 6 7.51 (d, 1H, ] = 8.6 Hz, He), 6.14 (dd, 1H, ] = 8.6, 2.3 Hz, Hs), 6.11 (d, 1H, J
= 2.3 Hz, H3), 2.50 (s, 3H, CH3(2)).13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) 6 201.6, 165.4, 154.2,
133.1, 112.3, 106.6, 100.8, 25.9. HRMS 152.07025 m/z [M+H]* (calc for CsH10NOz,
152.07061)

2,4,6-Trihydroxyacetophenone (147). To a solution of phloroglucinol 146 (10.00 g,
79.4 mmol) and acetic anhydride (18 mL, 190.0 mmol) dissolved in EtOAc (40 mL),
BF3-Et20 (12 mL, 97.2 mmol) was added dropwise. The reaction mixture was heated at 50
°C for 10 h. Water was then added and the mixture was extracted with EtOAc. The
combined organic layers were washed with water and brine, dried over anhydrous
magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure
and the obtained solid was recrystallized from H20 to afford 147 as a pure yellow crystal
(72%). CsHsO4. TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 5.80 (s, 2H, H3,Hs), 2.54 (s, 3H, CHz(2)). 13C
NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 202.5, 164.8, 164.3, 104.1, 94.57, 32.40. HRMS 169.04969
m/z [M + H]* (calc for CsH904,169.04954).
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4-(Dimethylamino)-2,6-dihydroxyacetophenone (148). The crude product was
prepared according to the general procedure B starting from N,N-dimethylamine
hydrochloride (10.00 g, 122.7 mmol), NaHCO3 (8.49 g 101.1 mmol) and 2,4,6-
trihydroxyacetophenone 147 (1 g, 5.95 mmol) to afford 148 as a purple solid (60%).
C10H13NOs. TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 5.65 (s, 2H, H3,Hs), 2.94 (s, 6H, -NMez),
2.62 (s, 3H, CH3(2y). 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 201.6, 155.5, 101.9, 91.2, 39.8,
32.1. HRMS 194.08281 m/z [M-H]- (calc for C10H13NOs3, 194.08117).

OH O

6
5 1"

4a

2
4 N4 OH

4b

2,6-Dihydroxy-4-morpholinoacetophenone (149). The crude product was prepared
according to the general procedure B starting from morpholine hydrochloride (11.00 g,
122.6 mmol), NaHCO3 (9.00 g, 101.1 mmol) and 2,4,6-trihydroxyacetophenone 147 (1.00
g, 5.95 mmol) to afford 149 as a white solid (47%). C12H1sNO4. 1H NMR (400 MHz, DMSO-
de) 6 5.84 (s, 2H, Hs,H3), 3.66 (m, 4H, J = 5.0 Hz, H4b), 3.19 (m, 4H, ] = 4.8 Hz, H4a), 2.52 (5,
3H, CH3(2)). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) § 211.2, 173.5, 165.81, 112.5, 101.5, 75.5,
55.9,41.8. HRMS 236.09312 m/z [M-H]- (calc for C12H14NO4, 236.09173).

2-(3’,5’-Difluorophenoxy)acetic acid (156). The crude product was prepared
according to general procedure A starting from 3,5-difluorophenol 155 (2.00 g, 15.4
mmol) and chloroacetic acid (2.00 g, 18.5 mmol). After acidification to pH 1, precipitation
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appeared, the precipitate was filtered, washed with water and dried to afford 156 (52%)
as a pure white solid. CsH¢F203. 1TH NMR (400 MHz, Methanol-d4) § 6.51-6.61 (m, 3H,
H2,H+,He'), 4.69 (s, 2H, H2). 13C NMR (100 MHz, Methanol-d4) § 170.5, 163.8 (dd, ] = 245.0,
15.8 Hz), 160.4,98.4 (dd, ] = 20.8, 7.9 Hz), 96.3 (t,] = 26.4 Hz) 64.9. HRMS 187.0210 m/z
[M - H]- (calc for CsHs03F2,187.0201).

4,6-Difluorobenzofuran-3(2H)-one  (157). To a  solution of  2-(3,5-
difluorophenoxy)acetic acid 156 (1.00 g, 5.32 mmol) in toluene (10 mL) was added
thionyl chloride (2 mL, 26.3 mmol) and the mixture was refluxed for 2h. After cooling,
solvents were removed under reduced pressure then the residue was diluted into CH2Cl2
(10 mL). Then, aluminum chloride (709 mg, 5.32 mmol) was added, and the mixture was
refluxed overnight. After cooling, ice/water was added, and the mixture was extracted
with CH2Clz. The combined organic layers were washed with water and brine, dried over
anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under reduced
pressure to afford a yellow solid, which was purified by flash chromatography (eluent
CH2Cl2) to afford 157 (21%) as a pure white solid. CsHsF202. TH NMR (400 MHz,
Chloroform-d) § 6.65 (m, 1H, H7), 6.49 (m, 1H, Hs), 4.69 (s, 2H, Hz). 13C NMR (100 MHz,
Chloroform-d) 6 193.9,175.2,170.0 (dd, /= 259.0, 13.2 Hz), 159.0 (dd, /= 266.0, 16.8 Hz),
107.6,98.7 (dd, /= 27.7, 22.9 Hz), 97.7 (dd, ] = 26.3, 4.7 Hz), 76.0.

1-Acetyl-6-methoxyindolin-3-one (169). To a solution of N-(2-(2-chloroacetyl)-5-
methoxyphenyl)acetamide (7.00 g, 33.6 mmol) in DMF (140 mL), sodium hydride (674

mg, 28 mmol) was added by small portions under inert atmosphere at room temperature
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for 90 minutes until the complete disappearance of the starting material. Then, the
mixture was concentrated by evaporation under reduced pressure, solubilized with DCM
and washed with a saturated aqueous solution of ammonium chloride, water and brine.
After drying over MgS04 and filtration, the organic layer was concentrated under reduced
pressure. The crude product was stirring in ether to afford 169 as a pure yellow-brown
solid (16%). C11H11NOs. TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 8.05 (d, 1H, J = 2.2 Hz, H7),
7.61 (d, 1H, ] = 8.7 Hz, H4), 6.72 (dd, 1H, J = 8.7, 2.2 Hz, Hs), 4.24 (s, 2H, H2), 3.89 (s, 3H,
CHs(), 2.28 (s, 3H, CH3(q). 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) 6 192.5, 168.4, 167.5,
156.2,131.1,118.2,110.0,104.2, 56.8, 56.0, 24.3. HRMS 206.08084 m/z [M+H]* (calc for
C11H12NOs3, 206.08117).

5-Hydroxy-2-nitroacetophenone (174). A solution of nitric acid (7 mL) and sulfuric
acid (17 mL) was kept between -10 and -20 °C with an acetone/dry ice bath. Then, bis(3-
acetylphenyl) oxalate 182 (1 g, 3.06 mmol) was added dropwise and the mixture was
stirred for 15 minutes, followed by a second addition of bis(3-acetylphenyl) oxalate (1.00
g, 3.06 mmol) stirring for 15 min. After which a solution of cold water (100 mL) was
added, and stirred for 30 minutes until a precipitate appeared. The compound was
filtered, and washed with water to afford 174 as a yellow solid (90%). CsH7NO4. 1H NMR
(400 MHz, DMSO-ds) 6 11.38 (s, 1H, -OH), 8.08 (d, 1H,/ = 9.1 Hz, H3), 6.98 (d, 1H,/ =9.1
Hz, Ha4), 6.84 (s, 1H, Hs), 2.47 (s, 3H, H2’).13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 200.1, 163.5,
141.0, 136.3, 127.4, 116.5, 113.3, 30.2. HRMS 218.04218 m/z [M+Na]* (calc for
C9oH904NNa, 218.04238).
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Bis(3-acetylphenyl) oxalate (182). To a solution of 3-hydroxyacetophenone (4.00 g,
27.5 mmol) and triethylamine (101 g, 147 mmol) in EtOAc (15 mL). Oxalyl chloride (2.00
g, 19.3 mmol) in EtOAc (15 mL) was then added dropwise. The reaction mixture was cold
to 0 °C and stirred for 10 h under an argon atmosphere. The precipitate was filtered,
washed with water and EtOAc to afford 182 as a white precipitate (34%). C18H14016. 1H
NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 7.97 (d, 2H, ] = 7.4 Hz, H4), 7.88 (s, 2H, H2), 7.69 (t, 2H, ] = 7.7
Hz, Hs), 7.59 (d, 2H, J = 8.0 Hz, He), 2.62 (s, 6H, CH3(2)). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) &
197.0,154.7,150.4,138.4,130.4,126.7,126.0,120.7, 26.8. HRMS 327.08662 m/z [M+H]*
(calc for C18H1506,327.08631).

0]
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2-(3’-Methoxythiophenol)acetic acid (199). The crude product was prepared
according to general procedure A starting from 3-methoxythiophenol 198 (4.00 g, 28.6
mmol) and chloroaceticacid (3.00 g, 33.1 mmol) to afford 199 (92%) as a pure pale brown
oil. CoH1003S. 1TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.16 (m, 1H, Hs’), 6.96 - 6.92 (m, 2H,
Hz,H«+), 6.73 (m, 1H, H¢), 3.74 (s, 3H, CHs), 3.64 (s, 2H, H2). 13C NMR (100 MHz,
Chloroform-d) 6 174.4, 159.4, 135.7, 129.6, 121.1, 114.3, 112.3, 54.8, 35.6. HRMS
99.04237 m/z [M + H]* (calc for CoH1103S,199.04234).

O OH o
1
S
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2-((Carboxymethyl)sulfanyl)benzoic acid (202). To a solution of 2,2-dithiodisalicylic
acid 201 (10.00 g, 32.6 mmol in an aqueous solution of water (15 mL) with Na2C03 (20.00
g, 18.9 mmol) and Na25204 (15.00 g, 86.2 mmol). The mixture was refluxed for 30 min,
and a solution of chloroacetic acid (15.00 g, 159 mmol) neutralized with sodium
carbonate (5.00 g), was then added and the reaction mixture was kept under refluxed for
another hour. The mixture was allowed to cooled to room temperature before acidified

with HCl, until precipitation. The precipitate was filtered, washed with water and dried to
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afford 202 (98%) as a pure white solid. CoHg04S. TH NMR (400 MHz, Methanol-d4) 6 7.99
(dd, ] = 7.8, 1.5 Hz, 1H, H), 7.50 (m, 1H, H4), 7.44 (dd, 1H, ] = 8.2, 1.2 Hz, H3), 7.22 (ddd,
1H, ] = 8.2, 7.1, 1.3 Hz, Hs), 3.77 (s, 2H, Hz). 13C NMR (101 MHz, Methanol-ds) § 173.3,
169.7,142.0, 133.6,132.6,129.4,127.0, 125.5, 35.5. HRMS 211.00623 m/z [M - H]- (calc
for CoH704S,211.00705).

Oa__OH
6788
2
5 9
0

3-0x0-2,3-dihydrobenzo|[b]thiophene-7-carboxylic acid (203). A solution of 2-
((carboxymethyl)sulfanyl)benzoic acid 202 (6.00 g, 28 mmol) in thionyl chloride (40 mL)
was refluxed for 2h. After cooling, SOCl2 were removed under reduced pressure and the
residue was diluted into dichloroethane (40 mL). Then, the solution was cooled to 0 °C
and aluminum chloride (9.00 g, 70 mmol) was added by small portion. The mixture was
stirred at room temperature for 12h. The reaction was quenched with ice and the orange
mixture was extracted with CH2Clz. The combined organic layers were washed with water
and brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was
concentrated under reduced pressure to afford 203 (90%) as a pure red solid. CoHeO3S.
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 8.51 (dd, J=7.8, 1.3 Hz, 1H, He), 8.03 (dd, 1H, ] = 7.6,
1.3 Hz, H4), 7.40 (m, 1H, Hs), 3.80 (s, 2H, Hz2). 13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) 6 198.8,
166.1, 158.2,140.9, 133.1, 132.6, 128.6, 125.2, 39.8. HRMS 192.99678 m/z [M - H]- (calc
for CoHs03S,192.99649).

2-Hydroxy-3-methoxy-acetophenone (212). To a solution of 2-hydroxy-3-
methoxybenzoicacid 213 (2.00 g, 11.9 mmol) in THF (60 mL). A solution of MeLi (957 pL,

36.8 mmol) in THF 20 mL was added dropwise to the reaction mixture at 0 °C. The
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suspension was stirred at 0 °C for 15 h and heated at reflux for 17 h. After completion of
the reaction, the mixture was concentrated under reduced pressure and was purified by
column chromatography on silica gel (Eluant cyclohexane/EtOAc 7:3) to afford 212 as a
pure white solid (64%). CoH1003. 1tH NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.27 (dd, 1H, ] = 8.0,
1.4 Hz, 1H, H1), 6.99 (dd, 1H,/=8.0, 1.4 Hz, Hs), 6.88 - 6.82 (m, 1H, He), 3.83 (s, 3H, CHsz(3)),
2.57 (s, 3H, CH3(2y). 13CNMR (101 MHz, Chloroform-d) § 205.1, 152.9, 149.0, 122.0, 119.8,
118.4,117.1,56.3,27.1. HRMS 167.07003 m/z [M+H]* (calc for CoH1103,167.07027).

2-Hydroxy-3-methoxybenzonitrile (224). To solution of ortho-vanillin (400 mg, 2.63
mmol) in acetonitrile (5 mL), sodium azide (254 mg, 3.9 mmol) and triflic acid (1 g, 7.9
mmol) were added. The mixture was stirred at room temperature until the reaction was
completed. The solvent was removed under reduced pressure, the residue was extracted
with EtOAc. The combined organic layers were washed with brine, then dried over
anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under reduced
pressure and was purified by column chromatography on silica gel (eluent
cyclohexane/EtOAc 7:3) to afford 224 as a white powder (35%). CsH7NO2. tH NMR (400
MHz, Chloroform-d) & 8.69 (s, 1H, -OH), 7.31 - 7.26 (m, 1H, Hs), 7.23 (m, 1H, Hs), 6.98 (m,
1H, H4), 4.03 (s, 3H, CHs(3)). 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) 8 152.9, 146.3, 144.5,
124.9, 123.1, 113.3, 111.0, 56.3. HRMS 150.055073 m/z [M+H]* (calc for CsHsNOz,

150.05496).
5
5 CN 6' 4' _OMe
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2-(2-(2,4-Dimethoxyphenyl)-2-oxoethoxy)-3-methoxybenzonitrile (225). To a
solution of 2-hydroxy-3-methoxybenzonitrile 224 (119 mg, 0.8 mmol) in DMF (10 mL)
was added K2C03 (166 mg, 1.2 mmol) and 2-bromo-(2,4-dimethoxyacetophenone) (158
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mg, 0.88 mmol). The mixture was stirred at room temperature for 2h, then, water was
added, the insoluble portion was removed by filtration, washed with water and methanol
to afford 225 as a pure white solid (49%). C1sH17NOs. 1H NMR (400 MHz, Chloroform-d §
7.99 (d, 1H, J = 8.8 Hz, H¢’), 7.15 (dd, 1H, ] = 7.1, 2.2 Hz, He), 7.07 - 6.99 (m, 2H, H4,Hs),
6.56 (dd, 1H,J=8.8, 2.3 Hz, Hs), 6.43 (d, 1H, J = 2.3 Hz, H3), 5.42 (s, 2H, CHz2), 3.88 (s, 3H,
CHs,), 3.85 (s, 3H, CH3(«2)), 3.76 (s, 3H, CH3(3)). 13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) 6
192.7, 165.2, 161.2, 151.6, 150.5, 133.2, 125.0, 123.5, 118.0, 117.2, 116.7, 106.6, 105.8,
98.2, 78.2, 56.3, 55.7, 55.6. HRMS 328.11737 m/z [M+H]* (calc for CisH1sNOs,
328.11795).

OMe O

2’-Bromo-(2,4-dimethoxyacetophenone). To a suspension of CuBrz (5.00 g, 21 mmol)
in EtOAc (65 mL) a solution of 2,4-dimethoxyacetophenone (2.00 g, 10.0 mmol) in CHCI3
(80 mL) was added at once. The reaction was complete after refluxing for 1h, the
conversion of CuBr2 (black) into CuBr (white) indicated a lack of HBr evolution which
means the reaction was over. Then, the mixture was filtered, washed with NaHCO3, brine,
dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under
reduced pressure to afford the product as a pure white solid (98%). C10H1103Br. tH NMR
(400 MHz, Chloroform-d) & 7.89 (d, 1H, J = 8.9 Hz, He), 6.54 (dd, 1H, J = 8.9, 2.3 Hz, Hs),
6.44 (d, 1H, J = 2.3 Hz, Hs), 4.55 (s, 2H, H2), 3.90 (s, 3H, CHs4)), 3.84 (s, 3H, CH3(2)).13C
NMR (101 MHz, Chloroform-d) 6 190.2, 165.4,160.9, 133.8,117.9, 105.9, 98.3, 55.7, 55.7,
38.0. HRMS 258.99645 m/z [M+H]* (calc for C10H1203Br, 258.99643).

OMe O

2’-Chloro-(2,4-dimethoxyacetophenone). To a solution of 1,3-dimethoxybenzene (2.00
g, 10.9 mmol) in DCM (15 mL), chloroacetyl chloride (1.00 g, 10.9 mmol) and AlCl3 (2.00
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g, 13.3 mmol) were added in one portion. The reaction was stirred at 0 °C for 2h until the
disappearance of the starting material which was monitored by TLC. Water was added
carefully and the mixture was extracted with DCM. The combined organic layers were
washed with brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was
concentrated under reduced pressure and the obtained solid was recrystallized from
methanol to afford the product as a pure white solid (45%). C10H1103Cl. TH NMR (400
MHz, Chloroform-d) 6 7.93 (d, 1H, J = 8.8 Hz, He¢), 6.55 (dd, 1H, ] = 8.8, 2.3 Hz, Hs), 6.44 (d,
1H, /= 2.3 Hz, H3), 4.73 (s, 2H, H2), 3.90 (s, 3H, CH34), 3.85 (s, 3H, CH3(2)). 13C NMR (101
MHz, Chloroform-d) 6 190.2, 165.5, 161.0, 133.7, 118.1, 106.0, 98.3, 55.7, 51.3. HRMS
215.04694 m/z [M+H]* (calc for C10H1203Cl, 215.0695).

N-(2-(Chloroacetyl)-5-methoxyphenyl)acetamide. To a solution of m-anisidine (10.00
g, 81.2 mmol) in nitrobenzene (100 mL), boron trichloride 1M in CH2Cl2 (89 mL, 89.3
mmol) was added. Then, chloroacetonitrile (6 mL, 97.4 mmol) were added dropwise at 0
°C under inert atmosphere. Aluminum chloride (12.00 g, 89.3 mmol) was also added by
small portion and the mixture was left under stirring, warmed to room temperature and
then heated at 80 °C for 4h. After cooling to room temperature, the mixture was stirred
overnight. Then, aqueous solution HCI (1N, 150 mL) was added and the mixture was
heated at 80 °C for 1 hour. After cooling to room temperature, the mixture was then
extracted several times with DCM. The combined organic layers were dried distillation
under reduced pressure. The crude intermediate 1-(2-amino-4-methoxyphenyl)-2-
chloroacetophenone, obtained as a brown solid was confirmed by NMR and used without
further purification. The intermediate 1-(2-amino-4-methoxyphenyl)-2-
chloroacetophenone was solubilized in anhydride acetic (50 mL) and the mixture was
heated to 80 °C for 90 minutes. Then the mixture was evaporated by under reduced
pressure to afford a brown solid which was purified by flash chromatography on silica gel
(eluent CH2Cl2) to afford the product as a pure brown solid (33%). C11H12NO3Cl. tH NMR
(400 MHz, Chloroform-d) 6 8.42 (d, 1H, /= 2.7 Hz, He), 7.71 (d, 1H, / = 9.0 Hz, H3), 6.60 (dd,
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1H, ] = 9.0, 2.7 Hz, H4), 4.68 (s, 2H, H2), 3.87 (s, 3H, CHs(s)), 2.22 (s, 3H, CH3(a9).13C NMR
(101 MHz, Chloroform-d) & 193.0, 169.9, 165.7, 144.8, 132.5, 112.3, 110.1, 104.2, 55.8,
46.8, 25.7. HRMS 242.05771 m/z [M+H]* (calc for C11H13NO3Cl, 242.05785).

MONO-METHOXYLATION OF HYDROXYL ANALOGS

4-(Dimethylamino)-2-methoxyacetophenone (144). The crude product was prepared
according to the general procedure C starting from 1-(4-(dimethylamino)-2-
hydroxyphenyl)ethan-1-one (500 mg, 3.30 mmol) which was used without further
purification to afford 144 as a white powder (64%). C11HisNO2. TH NMR (400 MHz,
Chloroform-d) 6 7.72 (d, 1H, J = 8.9 Hz, Hs), 6.16 (dd, 1H, / = 8.9, 2.3 Hz, He), 5.95 (d, 1H, J
= 2.3 Hz, H2), 3.79 (s, 3H, CHs(3)), 2.93 (s, 6H, -NMe2), 2.45 (s, 3H, CH3(2)). 13C NMR (101
MHz, Chloroform-d) § 196.3, 161.41, 154.6, 132.2, 115.6, 103.9, 93.4, 54.8, 39.8, 31.5.
HRMS 194.11727 m/z [M+H]* (calc for C11H16NO2, 194.11756).

OH O

4-(Dimethylamino)-2-hydroxy-6-methoxyacetophenone (150). The crude product
was prepared according to the general procedure C starting from 4-(dimethylamino)-2,6-
dihydroxyacetophenone 148 (666 mg, 3.4 mmol), which was purified by column
chromatography on silica gel (eluent CH2Cl2) to afford 150 as a white powder (70%).
C11H15NOs. 1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 5.74 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, Hs), 5.60 (d, 1H, J
= 2.4 Hz, H3), 3.84 (s, 3H, CHs()), 3.01 (s, 6H, -NMe2), 2.54 (s, 3H, CH3(2)).13C NMR (101
MHz, Chloroform-d) 6 201.4, 167.0, 163.3, 155.7, 103.0, 92.0, 86.4, 55.3, 40.1, 32.6. HRMS
210.11184 m/z [M+H]* (calc for C11H16NO3, 210.11247).
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2-Dydroxy-6-methoxy-4-morpholinoacetophenone (151). The crude product was
prepared according to the general procedure C starting from 2,6-dihydroxy-4-
morpholinoacetophenone 149 (1.00 g 5.95 mmol), which was purified by column
chromatography on silica gel (eluent CH2Cl2) to afford 151 as a white powder (70%).
C13H17NOa4. 1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) 6 6.00 (d, 1H, J = 2.4 Hz, H3),5.93 (d, 1H, ] =
2.4 Hz, Hs), 3.89 (s, 3H, CHs(¢), 3.78 (m, 4H, H4b), 3.34 (m, 4H, H4a), 2.54 (s, 3H, CHs(2)).
13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) 6 203.3, 167.8, 164.7, 158.2, 105.0, 94.5, 89.5, 67.7,
56.0,48.1,32.7. HRMS 252.12273 m/z [M+H]* (calc for C13H18NO4, 252.12303).

NO, O

5-Methoxy-2-nitroacetophenone (183). The crude product was prepared according to
the general procedure C starting from 5-hydroxy-2-nitroacetophenone (1.00 g, 5.5 mmol)
which was used without further purification to afford 183 as a white powder (80%).
CoH9oNO4. 1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 8.02 (d, 1H, / = 9.2 Hz, H3), 6.92 (dd, 1H, ] =
9.2, 2.8 Hz, H4), 6.71 (d, 1H, J = 2.8 Hz, Hs), 3.83 (s, 3H, CH3(5)), 2.43 (s, 3H, CHs(2)). 13C
NMR (101 MHz, Chloroform-d) 6 200.1, 164.4,141.0,137.9,127.0,114.8,112.0, 56.3, 30.2.
HRMS 218.04218m/z [M+Na]* (calc for CoHoNO4Na, 218.04238).

NO, O

MeO. 3 2 i
] 2

4 6

3-Methoxy-2-nitroacetophenone (188). The crude product was prepared according to

general procedure C starting from 3-hydroxy-2-nitroacetophenone (300 mg, 1.65 mmol),
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which was used without further purification to afford 188 as a white powder (97%).
CoH9oNO4. 1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 7.52 (m, 1H, Hs), 7.38 (d, 1H, / = 7.9 Hz, Ha),
7.26 (d, 1H, J = 8.5 Hz, He), 3.88 (s, 3H, CH3(3)), 2.54 (s, 3H, CHz (2)). 13C NMR (101 MHz,
Methanol-d4) 6 195.8, 151.4, 139.0, 131.5, 131.2, 121.03, 117.1, 56.9, 28.1. HRMS
196.06045 m/z [M+H]* (calc for 196.06043 CoH10NO4).

DIRECT SYNTHESIS OF INDIGOID DERIVATIVES

(Z)-2-(4’-(Dimethylamino)benzylidene)-benzofuran-3(2H)-one (96). To a solution
of benzofuran-3(2H)-one (55 mg, 0.41 mmol) in water (10 mL) and 4-
(dimethylamino)benzaldehyde (62 mg, 0.41 mmol). The mixture was stirred at room
temperature until complete precipitation. The precipitate was filtered, washed with and
hot water to afford 96 as pure red solid (7%). C17H1sNO2.TH NMR (400 MHz, Chloroform-
d) § 790 - 7.84 (m, 2H, He,H2), 7.81 (ddd, 1H, ] = 7.7, 1.5, 0.7 Hz, H4), 7.61 (ddd, 1H, ] =
8.6, 7.3, 1.4 Hz, He), 7.35 - 7.29 (m, 1H, Hv), 7.19 (ddd, ] = 7.4, 0.8 Hz, 1H, Hs), 6.93 (s, 1H,
=CH), 6.77 - 6.73 (m, 2H, Hs,Hz), 3.07 (s, 6H, -NMe:2). 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d)
6 184.0,165.4,151.4, 145.1, 135.9, 133.7, 124.4, 122.9, 122.5,120.1, 115.3, 112.8, 112.0,
40.1. HRMS 266.10951 m/z [M+H]* (calc for C17H16NO2,266.11735).

(Z)-2-(4’-Fluorobenzylidene)-6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (101). To a solution

of 6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (50 mg, 0.33 mmol) in acetic acid (10 mL) was added
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4-fluorobenzaldehyde (50 mg, 0.39 mmol) and few drops of concentrated HCl. The
mixture was stirred at 0 °C until precipitate appears. The mixture was poured into
ice/water and the precipitate was filtered and washed with hot water to afford 101 as
pure pale yellow solid (95%). C1sHoFOs. 1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.04 - 7.98 (dd,
2H,]=8.6, 5.6 Hz, Hs,H3), 7.62 (d, 1H, J = 8.5 Hz, H4), 7.36 - 7.30 (d, 2H ] = 8.8 Hz, He',H2)),
6.81 (s, 1H, =CH), 6.79 (s, 1H, H7), 6.72 (d, 1H, J = 8.5 Hz, Hs). 13C NMR (101 MHz, DMSO-
de) 6 181.5,168.1, 166.8, 162.6 (d, ] = 248.8 Hz), 147.2, 133.5(d, / = 8.7 Hz), 128.8 (d, ] =
3.2 Hz),126.1,116.2 (d,/=21.7 Hz), 113.3,112.8, 109.3, 98.7. HRMS 255.04585 m/z [M-
H]- (calc for C15sHsFO3,255.04520).

(Z)-6-Hydroxy-2-(4’-hydroxy-2’-methoxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one
(112). The crude product was prepared according to the general procedure D starting
from 6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (100 mg, 0.66 mmol) and 4-hydroxy-3-
methoxybenzaldehyde (100 mg, 0.66 mmol) to afford 112 as a pure yellow solid (48%).
C16H120s. 1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.04 (d, 1H, ] = 8.6 Hz, He), 7.54 (d, 1H, ] = 8.4
Hz, H4), 6.98 (s, 1H, =CH), 6.67 (s, 1H, H7), 6.63 (d, 1H, ] = 8.4 Hz, Hs), 6.55 (d, 1H, ]/ = 8.6
Hz, Hs), 6.51 (s, 1H, Hz'), 3.85 (s, 3H, CH3(2)). 13CNMR (101 MHz, DMSO0-ds) § 180.6, 168.4,
167.6,161.1,159.8, 145.9, 132.3,125.4,113.7,111.9, 111.6, 108.5, 104.0, 99.0, 98.6, 55.6.
HRMS 307.05799 m/z [M+Na]* (calc for C16H1205Na*, 307.05769).

(Z)-2-(4’-Hydroxy-3'-methoxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (113). The crude
product was prepared according to the general procedure E starting from benzofuran-

3(2H)-one (200 mg, 1.49 mmol) and 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde (269 mg, 1.49
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mmol) to afford 113 as a pure orange solid (76%). Cis6H1204. TH NMR (400 MHz,
Chloroform-d) & 7.80 (ddd, 1H, /= 7.7, 1.5, 0.7 Hz, H4), 7.63 (ddd, 1H, J = 8.3, 7.2, 1.5 Hz,
He), 7.47 (m, 2H, He,H2), 7.30 (dd, 1H, /= 8.3, 0.7 Hz, H7), 7.20 (dd, 1H, / = 7.4 Hz, H7), 6.98
(m, 1H, Hs'), 6.85 (s, 1H, =CH), 3.99 (s, 3H, CH3(3)). 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) &
84.5, 165.7, 147.8, 146.7, 145.8, 136.5, 126.6, 124.9, 124.6, 123.3, 121.9, 115.0, 113.9,
113.3,112.8, 56.0. HRMS 269.08060 m/z [M+H]* (calc for C16H1304, 269.08084).

(Z)-6-Hydroxy-2-(4’-hydroxy-3’-methoxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one
(114). The crude product was prepared according to the general procedure D starting
from 6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (200 mg, 1.33 mmol) and 4-hydroxy-3-
methoxybenzaldehyde (240 mg, 1.33 mmol) to afford 114 as a pure yellow solid (89%).
C16H120s. TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 7.60 (d, 1H, J = 8.4 Hz, H4), 7.53 (d, 1H, ] = 2.0
Hz, H2), 7.48 (dd, 1H, ] = 8.4, 2.0 Hz, He¢'), 6.90 (d, 1H, / = 8.4 Hz, Hs), 6.80 (d, 1H, /= 1.9
Hz, H7), 6.74 (s, 1H, =CH), 6.71 (d, 1H, ] = 1.9 Hz, Hs), 3.84 (s, 3H, CH3(3y) 13C NMR (101
MHz, DMSO-ds) 6 181.2, 167.4, 166.1, 148.8, 147.7, 145.8, 125.7, 125.4, 123.4, 116.0,
115.1,113.1,112.8, 111.7, 98.6, 55.6. HRMS 285.07526 m/z [M+H]* (calc for C16H130s,
285.07575).

(E)-5-Hydroxy-2-(4’-hydroxy-2’-methoxybenzylidene)-2,3-dihydro-1H-inden-1-

one (116). The crude product was prepared according to the general procedure E

procedure starting from 5-hydroxy-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (100 mg, 0.67 mmol)
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and 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde (122 mg, 0.67 mmol) to afford 116 as a pure
yellow solid (6%). C17H1404. TH NMR (400 MHz, DMSO0-ds) 6 10.50 (s, 1H, -OH«+’), 10.10 (s,
1H, OHe), 7.74 (s, 1H, =CH), 7.63 - 7.57 (m, 2H, He',Hs), 6.94 (s, 1H, H7), 6.83 (d, 1H,/ = 8.6
Hz, H4), 6.50 (m, 2H, Hs,H3"), 3.90 (s, 2H, CHz(2a)), 3.83 (s, 3H, CH3(2)). 13C NMR (101 MHz,
DMSO-de) & 191.5, 163.4, 160.8, 160.3, 152.7, 131.7, 130.7, 129.7, 125.4, 125.3, 115.8,
114.9, 111.9, 108.0, 99.1, 55.5, 31.9. HRMS 281.08193 m/z [M-H]- (calc for C17H1304,
281.08193).

(E)-2-(4’-Hydroxy-3’-methoxybenzylidene)-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (117). The
crude product was prepared according to the general procedure E starting from 2,3-
dihydro-1H-inden-1-one (200 mg, 1.51 mmol) and 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde
(273 mg, 1.51 mmol) to afford 117 as a pure yellow solid (69%). C17H1403. 1TH NMR (400
MHz, Chloroform-d) 6 7.88 (d, 1H, J = 7.6 Hz, H4), 7.62 - 7.50 (m, 3H, =CH, He,H7), 7.40 (m,
1H, Hs), 7.26 (dd, 1H, J = 8.3, 2.0 Hz, He'), 7.12 (d, 1H, J = 2.0 Hz, H2), 6.99 (d, 1H, ] = 8.3
Hz, Hs), 4.01 (m, 2H, CHz(za)), 3.95 (s, 3H, CH3(3)). 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) &
194.4, 149.5, 147.6, 146.8, 138.3, 134.4, 134.3, 132.4, 128.1, 127.7, 126.1, 124.9, 124.4,
115.1,113.4,56.1, 32.5. HRMS 267.10131 m/z [M+H]* (calc for C17H1503, 267.10157).

(E)-5-Hydroxy-2-(4’-hydroxy-3’-methoxybenzylidene)-2,3-dihydro-1H-inden-1-

one (118). The crude product was prepared according to the general procedure E starting
from 5-hydroxy-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (200 mg, 1,35 mmol) and 4-hydroxy-3-
methoxybenzaldehyde (243 mg, 1.35 mmol) to afford 118 as a pure orange solid (84%).

C17H1404. TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 7.61 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Ha), 7.35 (s, 1H, =CH),
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7.30 (d, 1H,/=1.8 Hz H7), 7.22 (dd, 1H, ] = 8.4, 1.8 Hz, Hs), 6.96 (d,/ = 1.8 Hz 1H, H2’), 6.89
(d, 1H, J = 8.2 Hz, Hs), 6.85 (dd, 1H, J = 8.2, 1.8 Hz, He'), 3.98 (s, 2H, CHz(2a)), 3.86 (s, 3H,
CH3(3)). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 191.4, 163.6, 152.8, 148.5, 147.8, 132.5, 131.8,
129.6,126.7, 125.5, 124.6, 116.0, 115.9, 114.5, 111.9, 55.7, 31.7. HRMS 283.09609 m/z
[M+H]* (calc for C17H1504, 283.09649).

(E)-2-(2’,4’-Dimethoxybenzylidene)-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (160). The
product was prepared according to the general procedure F starting from 2,3-dihydro-
1H-inden-1-one (200 mg, 1.48 mmol) to afford 160 as a pure yellow solid (97%).
C18H1603.1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.08 (t, 1H, /= 2.1 Hz, =CH), 7.87 (d, 1H, ] =
7.6 Hz, H4), 7.61 (d, 1H, ] = 8.6 Hz, H¢’), 7.58 - 7.46 (m, 2H, He,H7), 7.37 (m, 1H, Hs), 6.53
(dd, 1H,J=8.6, 2.4 Hz, Hs'), 6.45 (d, 1H, J = 2.5 Hz, H3'), 3.91 (d, 2H, J = 2.1 Hz CH2(2a)), 3.85
(s, 3H, CH34), 3.82 (s, 3H, CH3(2y). 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 194.2, 162.4,
160.7,149.5,138.4,134.0,132.1,130.7,128.2,127.3,125.9,124.1,117.5, 105.2,98.2, 55.5,
55.4,32.5. HRMS 281.1170 m/z [M+H]* (calc for C1sH17NO3, 281.1172).

(E)-2-(2’,4’-Dimethoxybenzylidene)-3-methyl-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (162).
The product was prepared according to the general procedure I starting from 3-methyl-
1-indanone and 2,4-dimethoxybenzaldehyde, and was purified by column
chromatography on silica gel (eluent cyclohexane/EtOAc 95:5) to afford 162 as a dark
yellow solid (64%). C19H1803 1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.00 (d, 1H, J = 2.1 Hz,
=CH), 7.84 (m, 1H, He¢'), 7.58 - 7.46 (m, 3H, H7,He¢,H4), 7.35 (m, 1H, Hs), 6.52 (dd, 1H, ] =

8.6, 2.4 Hz, Hs), 6.43 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, H3), 4.25 (m, 1H, Hs), 3.81 (s, 3H, CHs)), 3.79 (s,
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3H, CH32), 1.31 (m, 3H, CH3(3)). 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 194.0, 162.5, 160.5,
155.8,138.4, 137.3, 134.3, 131.5, 128.7, 127.5, 124.9, 123.9, 116.6, 105.2, 98.2, 55.6, 55.4,
36.8, 18.4. HRMS 295.13271 m/z [M+H]* (calc for C19H1903, 295.13287).

2-(2’,4’-Dimethoxybenzylidene)-1-indene-1,3(2H)-dione (164). The product was
prepared according to the general procedure F starting from 1H-indene-1,3(2H)-dione
(100 mg, 0.71 mmol) to afford 164 as a pure yellow solid (95%). C1sH1404. 1TH NMR (400
MHz, Chloroform-d) 6 9.25 (d, 1H, J = 9.0 Hz, He¢’), 8.48 (s, 1H, =CH), 8.00 - 7.92 (m, 2H,
H7,H4), 7.80 - 7.71 (m, 2H, Hs,H4), 6.64 (dd, 1H, / = 9.0, 2.4 Hz, Hs'), 6.44 (d, 1H, ] = 2.4 Hz,
Hsz), 3.93 (s, 3H, CH34)), 3.92 (s, 3H, CH3(2)).13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) 6 166.4,
163.0,141.0, 140.0, 136.6, 134.8, 134.6, 125.5,122.3,116.1, 105.6,97.7, 55.8, 55.7. HRMS
295.0960 m/z [M+H]* (calc for C18H1504, 295.0965).

2-(2’,4’-Dimethoxybenzyl)-isoindoline-1,3-dione (165). To a solution of phthalic
anhydride (100 mg, 0.67 mmol) in acetic acid (5 mL) was added 2,4-
dimethoxybenzylamine (124 mg, 0.74 mmol) and the reaction was refluxed for 4 days.
After complete disappearance of the starting material, the mixture was concentrated
under reduced pressure. The residue was takin up with EtOAc and the organic layer was
washed with water and brine. The combined organic layers were dried over magnesium
sulfate, filtered and the filtrate was concentrated under reduced pressure. The crude
product was recrystallized from Methanol/EtOAc/cyclohexane (7:2:1) to afford 165 as a
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pure white crystal (42%). C17H1sNO4. 1TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.84 - 7.80 (m,
2H, H7,H4), 7.70- 7.66 (m, 2H, He,Hs), 7.15 (dd, 1H, /= 8.1, 0.7 Hz, Hs'), 6.42 - 6.37 (m, 2H,
Hz,He), 4.81 (s, 2H, CHz2), 3.79 (s, 3H, CH3w)), 3.75 (s, 3H, CH3(2)). 13C NMR (101 MHz,
Chloroform-d) § 168.1, 160.5, 158.2, 133.8, 132.3, 129.9, 123.2, 116.7, 103.9, 98.5, 55.5,
55.3, 36.6. HRMS 320.0891 m/z [M+Na]* (calc for C17H15NO4, 320.0893).

(Z)-2-(4’-Fluorobenzylidene)-7-methoxybenzofuran-3(2H)-one (226). To a solution
of 7-methoxybenzofuran-3(2H)-one (50 mg, 0.33 mmol) in acetic acid (10 mL) was added
4-fluorobenzaldehyde (50 mg, 0.39 mmol) and few drops of concentrated HCl. The
mixture was stirred at 0 °C until precipitate appears. The mixture was poured into
ice/water and the precipitate was filtered and washed with hot water to afford 226 as
pure white solid (60%). C16H11FO3. 1TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.05 (dd, 2H, ] = 8.6,
5.8 Hz, Hs',H3), 7.47 (d, 1H, ] = 7.9 Hz, H4), 7.40 (m, 2H, He,H2), 7.34 (dd, 1H, J = 8.0, 1.2
Hz, He), 7.26 (dd, 1H, J = 8.0, 7.3 Hz, Hs), 7.02 (s, 1H, =CH), 4.00 (s, 1H, CH3(7). 13C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) 6 183.7, 162.8 (d, ] = 250.0 Hz), 154.3, 145.6, 133.7 (d, ] = 8.6 Hz),
128.5, 124.7, 122.2, 119.6, 116.3 (d, J = 22.0 Hz), 115.1, 111.6, 56.3. HRMS 271.07647
m/z [M+H]* (calc for Ci6H12F03,271.07650).

2-(2’,4’-Dimethoxyphenyl)-4H-chromen-4-one. To a mixture of (E)-3-(2,4-
dimethoxyphenyl)-1-(2’-hydroxyphenyl)prop-2-en-1-one (150 mg, 0.528 mmol) in
DMSO (3 mL) was added I2 (27 mg, 0.11 mmol). The suspension was stirred for 1 day at
145 °C, after the completion of the reaction, I was removed by filtration and the mixture

was extracted with EtOAc. The combined organic layers were dried over magnesium
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sulfate, filtered and the filtrate was concentrated under reduced pressure to afford the
product as a pure yellow solid (74%). C17H1404. 1TH NMR (400 MHz, Methanol-d4) § 8.05
(ddd, 1H,/=8.0, 1.7, 0.5 Hz, Hs), 7.86 (d, 1H, ] = 8.7 Hz, He’), 7.73 (m, 1H, H7), 7.56 (m, 1H,
Hs), 7.41 (m, 1H, He), 7.06 (s, 1H, =CH(3)), 6.61 (dd, 1H, ] = 8.7, 2.4 Hz, Hs), 6.58 (d, 1H, ] =
2.4 Hz, Hz), 3.91 (s, 3H, CH34)), 3.83 (s, 3H, CH3(2)). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) 6
181.0, 165.4, 163.4, 161.5, 157.7, 135.3, 131.6, 126.3, 126.0, 124.2, 119.3, 113.6, 111.0,
107.1,99.8, 56.3, 56.1. HRMS 283.0966 m/z [M+H]* (calc for C17H1504, 283.0965).

SYNTHESIS OF DERIVATIVES VIA ALUMINA-MEDIATED ALDOLIC
CONDENSATION

(2)-2-(2',4’-Dimethoxybenzylidene)-4,6-difluorobenzofuran-3(2H)-one (158). The
crude product was prepared according to the general procedure G starting from 4,6-
difluorobenzofuran-3(2H)-one 157 (95 mg, 0.55 mmol). The crude compound was
recrystallized from methanol to afford 158 as pure white crystals (47%). C17H12F204. 1H
NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.15 (d, / = 8.8 Hz, 1H, He), 7.42 (s, 1H, =CH), 6.81 (m,
1H, H7), 6.60 - 6.55 (m, 2H, Hs,Hs), 6.44 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, H3), 3.87 (s, 3H, CH3#»), 3.86
(s, 3H, CH3(2)). 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) 6 179.0, 168.3 (d, J = 257.4, 12.8 Hz),
166.5 (dd, J=17.1,9.2 Hz), 163.2, 160.8, 159.3 (dd, J = 256.3, 16.3 Hz), 157.9 (d, /] = 16.3
Hz), 145.6,133.37,113.9,108.7, 105.9, 99.5 (dd, j = 27.4, 23.4 Hz), 98.1, 97.1 (dd, ] = 26.7,
4.9 Hz), 55.7, 55.5. HRMS 319.0769 m/z [M+H]* (calc for C17H13F204, 319.0776).

218



Chapitre VI : Partie expérimentale

(Z)-2-(2’,4’-Dimethoxybenzylidene)-6-methoxybenzo/bJthiophen-3(2H)-one
(197). The crude product was prepared according to the general procedure G starting
from 6-methoxybenzo/bJthiophen-3(2H)-one (297 mg, 1.65 mmol). The corresponding
crude product was purified by flash chromatography on silica gel (eluent DCM/EtOAc
95:5) to afford 197 as pure orange solid (11%). CisH1604S. TH NMR (400 MHz,
Chloroform-d) 6 8.28 (s, 1H, =CH), 7.83 (d, 1H, J = 8.6 Hz, H4), 7.65 (d, 1H, ] = 8.7 Hz, He¢),
6.90 (d, 1H, J = 2.2 Hz, H7), 6.77 (dd, 1H, ] = 8.6, 2.2 Hz, Hs), 6.56 (dd, 1H, /] = 8.7, 2.4 Hz,
Hs), 6.44 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, H3), 3.86 (s, 6H, CH3(2,4)), 3.83 (s, 3H, CH3(¢). 13C NMR (101
MHz, Chloroform-d) § 187.0, 165.3, 162.9, 160.7, 148.8, 131.2, 128.3, 128.2, 127.6, 124.6,
116.8,113.1, 107.5, 105.3, 98.4, 55.8, 55.6, 55.5. HRMS 329.08361 m/z [M+H]* (calc for
C18H1704S, 329.08421).

SYNTHESIS OF AURONE WITH KETONE MODULATION DERIVATIVES

2-(2’,4’-Dimethoxybenzyl)benzofuran (206). To a mixture of lithium aluminum
hydride (84 mg, 2.2 mmol) in anhydrous ether (20 mL) was added (Z)-2-(2,4-
dimethoxybenzylidene)-7-methoxybenzofuran-3(2H)-one 207 (344 mg, 1.1 mmol) at
room temperature and stirred for 50 min. Aluminum chloride (293 mg, 2.2 mmol) was
added, the reaction mixture was stirred until complete conversion. The residue was
removed by filtration and the reaction mixture was diluted with EtOAc. The organic layer

was washed with water and brine and then dried over magnesium sulfate, filtered and the
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filtrate was concentrated under reduced pressure. The corresponding crude product was
purified by flash chromatography on silica gel (eluent cyclohexane/EtOAc 8:2) to afford
206 as a pure colorless oil (35%). C1sH1804. 1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 7.15 (d,
1H,/=8.3 Hz, H¢’), 7.11 (m, 1H, Hs), 7.08 (m, 1H, H4), 6.75 (dd, 1H, /= 7.5, 1.5 Hz, He), 6.52
(d, 1H,J = 2.4 Hz, H3), 6.47 (dd, 1H, ] = 8.3, 2.4 Hz, Hs"), 6.28 (s, 1H, H3), 4.11 (s, 2H, CH2),
4.01 (s, 3H, CH3), 3.82 (s, 3H, CHs4y), 3.81 (s, 3H, CH32)). 13C NMR (101 MHz,
Chloroform-d) 6 159.9, 158.6,158.2, 144.9, 143.8,130.7,130.7,123.0,118.0,112.7, 105.5,
104.1,103.1,98.5,55.9, 55.3,55.3, 28.3. HRMS 299.12805 m/z [M+H]* (calc for C18H1904,
299.12779).

(2’,4’-Dimethoxyphenyl) (3-methyl-2,3-dihydrobenzofuran-2-yl)methanone (208).
To a mixture of 2-bromo-2,4-dimethoxyacetophenone (321 mg, 1.78 mmol) and 1,8-diaza
bicyclo[5.4.0]Jundec-7-ene (DBU) (543 mg, 3.57 mmol) in DCM (10 mL) with molecular
sieves was added 2-hydroxy-3-methoxyacetophenone 212 (298 mg, 1.78 mmol). The
mixture was stirred under argon at 25 °C overnight, after the completion of the reaction,
10% HCI solution (10 mL) was added followed by water and the molecular sieves was
removed by filtration. The combined organic layers were dried over magnesium sulfate,
filtered and the filtrate was concentrated under reduced pressure. The corresponding
crude product which was purified by flash chromatography on silica gel (eluent
cyclohexane/EtOAc 7:3) to afford 208 as a pure white solid (10%). C19H180s. 1TH NMR
(400 MHz, Chloroform-d) 6 7.51 (d, 1H, J = 8.5 Hz, He?), 7.22 - 7.15 (m, 2H, Hs,He), 6.88
(dd, 1H,J =7.2, 1.6 Hz, H4), 6.54 (dd, 1H, ] = 8.5, 2.3 Hz, Hs’), 6.50 (d, 1H, ] = 2.3 Hz, H3),
3.92 (s, 3H, CHsw»), 3.84 (s, 3H, CH3(2)), 3.73 (s, 3H, CH3(7), 2.49 (s, 3H, CH3(3)). 13C NMR
(101 MHz, Chloroform-d) § 185.4, 163.7, 160.2, 149.3, 145.8, 143.8, 132.0, 131.2, 124.9,
123.6,121.8,113.2,109.5,104.8,99.1,56.1,55.9, 55.5,9.8. HRMS 327.12237 m/z [M+H]*
(calc for C19H190s, 327.12270).
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(3-Amino-7-methoxybenzofuran-2-yl)(2’,4’-dimethoxyphenyl)methanone (222).
To a mixture of 2-(2-(2,4-dimethoxyphenyl)-2-oxoethoxy)-3-methoxybenzonitrile 225
(128 mg, 0.39 mmol) in MeOH (10 mL), NaOMe (21 mg, 0.39 mmol) was added. The
mixture was stirred at room temperature for 2h, after the completion of the reaction,
water added, the insoluble portion was removed by filtration, washed with water and
methanol to afford 222 as a pure white solid (79%). CisH17NOs. 1TH NMR (400 MHz,
Chloroform-d 7.60 (d, 1H, J = 8.4 Hz, He’), 7.15 (dd, 1H, ] = 7.9, 1.3 Hz, H4), 7.10 (m, 1H,
Hs), 6.90 (dd, 1H, ] = 7.6, 1.3 Hz, He), 6.55 (dd, 1H, J = 8.4, 2.3 Hz, Hs'), 6.52 (d, 1H, /= 2.3
Hz, H3), 5.81 (bs, 2H, Hz(nu2)), 3.91 (s, 3H, CH34,), 3.84 (s, 3H, CH3(2)), 3.81 (s, 3H, CH3(7)).
13C NMR (101 MHz Chloroform-d) 6 184.3, 163.0, 159.6, 146.1, 144.1, 140.7, 135.8, 131.6,
123.0, 122.8, 121.3, 112.0, 111.0, 104.5, 99.3, 56.2, 56.0, 55.5. HRMS 328.11749 m/z
[M+H]* (calc for CisH18NOs, 328.11795).

AURONE SYNTHESIS FROM CHALCONE DERIVATIVES

(E)-3-(2,4-Dimethoxyphenyl)-1-(4’-(dimethylamino)-2’-hydroxy-6’-methoxyphen-
yl)prop-2-en-1-one (152). The product was prepared according to the general
procedure H starting from 150 4-(dimethylamino)-2-hydroxy-6-methoxyacetophenone
(106 mg, 0.51 mmol) and recrystallized from EtOAc to afford 152 as a pure yellow solid
(36%). C20H23NOs. tH NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 8.03 (d, 1H, / = 15.7 Hz, Hp), 7.90
(d, 1H, ] = 15.7 Hz, Ha), 7.52 (d, 1H, J = 8.5 Hz, Hs), 6.50 (dd, 1H, J = 8.5, 2.4 Hz, Hs), 6.44
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(d, 1H, ] = 2.4 Hz, H3), 5.80 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, Hs), 5.65 (d, 1H, J = 2.5 Hz, Hz), 3.90 (s, 3H,
CH3), 3.86 (s, 3H, CH3(2)), 3.83 (s, 3H, CH3(s)), 3.03 (s, 6H, -NMez). 13C NMR (101 MHz,
Chloroform-d) & 191.6, 168, 162.9, 162.6, 160.2, 155.6, 136.9, 130.3, 126.2, 118.4, 105.6,
103.5,98.6,92.5,87.2, 55.7, 55.7, 40.1. HRMS 358.16428 m/z [M+H]* (calc for C20H24NOs,
358.16490).

NOMe

OMe o
(E)-3-(2,4-Dimethoxyphenyl)-1-(2’-hydroxy-6’-methoxy-4-morpholinophenyl)pr-
op-2-en-1-one (153). The product was prepared according to the general procedure H
starting 151 2-hydroxy-6-methoxy-4-morpholinoacetophenone (128 mg, 0.613 mmol)
and was recrystallized from EtOAc to afford 153 as a pure yellow solid (36%). C22H25NOs.
1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 14.51 (s, 1H, -OH2), 7.92 (d, 1H, J = 15.7 Hz, Hp), 7.87 (d,
1H,/=15.7 Hz, Hq), 7.61 (d, 1H, ] = 8.5 Hz, He), 6.65 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, H3), 6.62 (dd, 1H, J
=8.5,2.4 Hz, Hs), 6.07 (d, 1H,/=2.3 Hz, Hs"), 5.95 (d, 1H, /= 2.3 Hz, H3'), 3.92 (s, 3H, CH3(4)),
3.90 (s, 3H, CHz(2)), 3.83 (s, 3H, CHz(sy), 3.70 (t, 4H, / = 4.9 Hz, Hg'), 3.36 (t, 4H, /] = 5.0 Hz,
H7).13CNMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 190.8,166.9, 162.8,162.4,159.9,156.1, 137.2,130.7,
125.0,116.6, 106.5, 103.7, 98.5, 93.2, 89.0, 65.9, 56.0, 55.9, 55.6, 46.5. HRMS 400.17497
m/z [M+H]* (calc for C22H26NOs, 400.17546).

(E)-3-(2,4-Dimethoxyphenyl)-1-(2’-nitrophenyl)prop-2-en-1-one (189). The
product was prepared according to the general procedure I starting from 2-
nitroacetophenone 172 (500 mg, 3.03 mmol) to afford 189 as a pure yellow solid.
C17H1sNOs. 1TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.16 (dd, 1H, ] = 8.2, 1.2 Hz, H3), 7.88 (dd, 1H,
J=7.5,1.2Hz Hs),7.79 (ddd, 1H, ] = 8.2, 7.5, 1.5 Hz, H+), 7.74 (d, 1H, /] = 8.5 Hz, He), 7.71
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(dd, 1H, = 7.5, 1.5 Hz, He), 7.56 (d, 1H, ] = 16.3 Hz, Hd), 7.15 (d, 1H, ] = 16.3 Hz, Hg), 6.65
- 6.57 (m, 2H, H3,Hs), 3.83 (s, 3H, CH3(4)), 3.82 (s, 3H, CHs(2)). 13C NMR (101 MHz, DMSO-
de) § 192.0, 163.6, 160.0, 147.0, 141.1, 135.7, 134.2, 131.2, 130.7, 129.0, 124.5, 123.0,
115.1, 106.5, 98.3, 55.9, 55.6. HRMS 314.1021 m/z [M+H]* (calc for Ci7H1sNOs,

314.1023).
P ANNO, o 4 OMe
PPNE
MeQ” ¥ 6 \ﬁ 2 3
0 OMe

(E)-3-(2,4-Dimethoxyphenyl)-1-(5’-methoxy-2’-nitrophenyl)prop-2-en-1-one
(191). The product was prepared according to the general procedure I starting from 5-
methoxy-2-nitroacetophenone 183 (864 mg, 4.4 mmol) to afford 191 as a pure yellow
pale solid (70%). C1sH17NOs. tH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.21 (d, 1H, J = 9.1 Hz, H3),
7.70 (d, 1H, ] = 8.6 Hz, He), 7.49 (d, 1H, ] = 16.3 Hz, Hd), 7.25 (dd, 1H, ] = 9.1, 2.8 Hz, H#),
7.10 (d, 1H, J = 2.8 Hz, He’), 7.07 (d, 1H, J = 16.3 Hz, Hp), 6.61 (d, 1H, J = 2.4 Hz, H3), 6.59
(dd, 1H, J = 8.6, 2.4 Hz, Hs), 3.93 (s, 3H, CH3(5)), 3.82 (s, 6H, CH3(4,2)). 13C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) & 192.2, 163.7, 163.5, 159.9, 140.6, 139.1, 139.0, 130.8, 127.2, 123.5, 115.5,
115.1, 113.7, 106.5, 98.4, 56.6, 55.9, 55.6. HRMS 344.11311 m/z [M+H]* (calc for
C18H18NOe, 344.11286).

(E)-3-(2,4-Dimethoxyphenyl)-1-(3’-methoxy-2’-nitrophenyl)prop-2-en-1-one

(192). The product was prepared according to the general procedure I starting from 3-
methoxy-2-nitroacetophenone 188 (329 mg, 1.69 mmol) to afford 192 as a pure yellow
solid (66%). C1sH17NOs. tH NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.83 (d, 1H, /= 16.1, Hq), 7.56
— 7.44 (m, 2H, He,Hs), 7.29 - 7.19 (m, 2H, H+,He), 7.16 (d, 1H, ] = 15.3 Hz, Hg), 6.51 (dd,
1H,/=8.6,2.4 Hz, Hs), 6.44 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, H3), 3.94 (s, 3H, CH3(3)), 3.85 (s, 6H, CH3(2,4)).
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13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 190.4, 163.9,160.9, 151.7, 143.4, 134.9, 131.9, 131.6,
122.0,120.8,116.6,115.5,105.8, 98.7, 76.9, 56.9, 55.8, 55.8. MS (ESI) m/z 344.11 (M+H)*,

(E)-3-(2,4-Dimethoxyphenyl)-1-(4’-(dimethylamino)-2’-hydroxyphenyl)prop-2-
en-1-one. The product was prepared according to the general procedure H starting from
1,4-(dimethylamino)-2-hydroxyacetophenone 145 (289 mg, 1.61 mmol) and was purified
by column chromatography on silica gel (eluent cyclohexane/EtOAc 70:30) to afford the
product as a pure orange solid (60%). C19H21NO4. 1TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) &
8.05 (d, 1H, J = 15.5 Hz, Hp), 7.71 (d, 1H, J = 9.2 Hz, H¢), 7.61 - 7.51 (m, 2H, He,Ha), 6.51
(dd, 1H, ] = 8.6, 2.4 Hz, Hs), 6.45 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, H3), 6.22 (dd, 1H, / = 9.2, 2.6 Hz, Hs),
6.11 (d, 1H,J = 2.6 Hz, Hz3"), 3.88 (s, 3H, CH34)), 3.83 (s, 3H, CH3(2)), 3.03 (s, 6H, -NMez). 13C
NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 190.9, 166.2, 162.8, 160.3, 155.7, 138.4, 131.2, 130.8,
118.9, 117.5, 110.8, 105.4, 103.8, 98.5, 98.2, 55.6, 55.5, 40.0. HRMS 328.15409 m/z
[M+H]* (calc for C19H22NO4, 328.15433).

3

. OH ,_A4OMe
5 LA 3
6' B 2

0] OMe

(E)-3-(2,4-Dimethoxyphenyl)-1-(2’-hydroxyphenyl)prop-2-en-1-one. The product
was prepared according to general procedure H starting from 2-hydroxyacetophenone
(300 mg, 2.2 mmol) and recrystallized from cyclohexane to afford the product as a pure
yellow solid (34%). C17H1604. tH NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 13.08 (s, 1H, -OH), 8.15
(d, 1H, J = 15.5 Hz, Hg), 7.89 (dd, 1H, ] = 8.1, 1.6 Hz, He), 7.68 (d, 1H, ] = 15.5 Hz, Ha), 7.56
(d, 1H, ] = 8.6 Hz, He), 7.45 (ddd, 1H,/ = 8.1, 7.1, 1.6 Hz, H«), 6.99 (dd, 1H, ] = 8.1, 1.2 Hz,
Hs), 6.91 (ddd, 1H, J = 8.1, 7.1, 1.2 Hz, Hs), 6.53 (dd, 1H, ] = 8.6, 2.4 Hz, Hs), 6.46 (d, 1H, ]
= 2.4 Hz, H3), 3.91 (s, 3H, CH3(4), 3.85 (s, 3H, CH3(2)). 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) &
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194.5, 163.7, 163.7, 160.9, 141.5, 136.1, 131.7, 129.8, 120.5, 118.8, 118.7, 118.3, 117.1,
105.8, 98.7, 55.8, 55.7. MS (ESI) m/z 284.97 (M+H)"

SYNTHESIS OF HEMITHIOINDIGO DERIVATIVES FROM
NITROCHALCONE

(2)-2-(2’,4’-Dimethoxybenzylidene)benzo|b]thiophen-3(2H)-one (193). The crude
product was prepared according to the general procedure ] starting from (E)-3-(2,4-
dimethoxyphenyl)-1-(2’-nitrophenyl)prop-2-en-1-one 189 (200 mg, 0.64 mmol), which
was purified by flash chromatography on silica gel (eluent cyclohexane/EtOAc 7:3) to
afford 193 as a pure yellow solid (67%). C17H1403S. TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) &
8.41 (s, 1H, =CH), 7.95 (ddd, 1H, ] = 7.7, 1.3, 0.7 Hz, H4), 7.74 (d, 1H, ] = 8.7 Hz, He’), 7.55
(ddd, 1H,J=8.2, 7.0, 1.3 Hz, He), 7.50 (dd, 1H, J = 7.8, 1.0 Hz, H7), 7.30 (m, 1H, Hs), 6.62
(dd, 1H, J = 8.7, 2.4 Hz, Hs), 6.49 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, H3), 3.91 (s, 3H, CH34,), 3.88 (s, 3H,
CHsz'(27). 13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & 188.5, 163.2, 161.0, 146.1, 134.7, 1314,
131.2, 128.7, 127.6, 126.9, 125.3, 123.8, 116.8, 105.4, 98.4, 55.7, 55.6. HRMS 299.0731
m/z [M+H]* (calc for C17H1503S, 299.0736).

(2)-2-(2',4’-Dimethoxybenzylidene)-5-methoxybenzo[b]thiophen-3(2H)-one

(195). The crude product was prepared according to the general procedure J starting
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from (E)-3-(2,4-dimethoxyphenyl)-1-(5’-methoxy-2’-nitrophenyl)prop-2-en-1-one 191
(1.00 g, 2.91 mmol), which was purified by flash chromatography on silica gel eluent
(cyclohexane/EtOAc 9:1) to afford 195 as a pure yellow solid (59%). C18H1604S. tH NMR
(400 MHz, Chloroform-d) & 8.38 (s, 1H, =CH), 7.71 (d, 1H, ] = 8.7 Hz, H¢"), 7.40 (d, 1H, ] =
2.7 Hz, H4), 7.35 (d, 1H, ] = 8.6 Hz, H7), 7.15 (dd, 1H, ] = 8.6, 2.7 Hz, He), 6.59 (dd, 1H, ] =
8.7, 2.4 Hz, Hs), 6.46 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, H3), 3.89 (s, 3H, CH3 (5)), 3.86 (s, 3H, CH34)), 3.85
(s, 3H, CH3(2)).13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 188.5, 163.2, 161.0, 158.2, 137.9,
132.2,131.5,128.9,128.7, 124.5, 124.2, 116.8, 108.9, 105.4, 98.4, 55.8, 55.7, 55.6. HRMS
329.08452 m/z [M+H]* (calc for C1sH1704S, 329.08421).

(2)-2-(2’,4’-Dimethoxybenzylidene)-7-methoxybenzo[b]thiophen-3(2H)-one
(196). The crude product was prepared according to the general procedure J starting
from (E)-3-(2,4-dimethoxyphenyl)-1-(3’-methoxy-2’-nitrophenyl)prop-2-en-1-one 192
(386 mg, 1.12 mmol), which precipitate in EtOAc to afford 196 as a pure yellow solid
(96%). C1s8H1704S. 1TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.20 (s, 1H, =CH), 7.72 (d, 1H, ] = 8.7
Hz, He¢)), 7.47 (d, 1H, J = 7.0 Hz, He), 7.37 (m, 2H, Hs,H4), 6.78 (dd, 1H, ] = 8.5, 2.5 Hz, Hs),
6.72 (d, 1H,J = 2.3 Hz, H3'), 3.96 (s, 3H, CH34)), 3.93 (s, 3H, CHz(2y), 3.87 (s, 3H, CH3(7).13C
NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 187.4, 165.1, 163.4, 161.0, 160,7 154.2, 131.5, 130.9, 128.0,
127.4,126.5, 118.1, 116.3, 106.8, 98.6, 56.2, 56.1, 55.7. HRMS 329.08410 m/z [M+H]*
(calc for C18H1704S, 329.08421).
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AURONE SYNTHESIS BY ULTRASOUND COUPLING

(Z)-2-(2’-Fluorobenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (98). The product was prepared
according to the general procedure K starting benzofuran-3(2H)-one (100 mg, 0.75
mmol) and 2-fluorobenzaldehyde (93 mg, 0.75 mmol) to afford 98 as a yellow solid
(41%). C1sH9FO2.1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.26 (dd, 1H, / = 7.7, 1.8 Hz, H4), 7.86 -
7.79 (m, 2H, He,He’), 7.59 - 7.50 (m, 2H, Hs,H7), 7.42 - 7.31 (m, 3H, H3,H4,H5"), 6.90 (s, 1H,
=CH). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 183.5, 165.6, 160.8 (d, J = 252.0 Hz), 147.2 (d, ] =
2.3Hz),138.0,132.3(d,/=8.8Hz),131.4,125.2 (d,/=3.5Hz),124.4 (d,/ = 23.5 Hz), 120.6,
119.7,119.6,115.9 (d, J = 21.5 Hz), 113.3, 102.1 (d, J = 7.3 Hz). GC-MS 239.1.

(Z)-2-(3’-Fluorobenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (99). The product was prepared
according to the general procedure K starting benzofuran-3(2H)-one (100 mg, 0.75
mmol) and 3-fluorobenzaldehyde (93 mg, 0.75 mmol) to afford 99 as a yellow solid
(41%). C1sHoFO2.1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 7.86 - 7.78 (m, 4H, Hs,He,He,Hs), 7.62 -
7.52 (m, 2H, H7,Hz), 7.36 - 7.27 (m, 2H, Hz,H#), 6.97 (s, 1H, =CH).13C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) § 183.7,165.6, 162.2 (d, ] = 243.6 Hz), 146.8, 137.9, 134.2 (d, ] = 8.5 Hz), 131.0
(d,/=8.4Hz),127.6 (d,] = 2.8 Hz), 124.4,124.2,120.7,117.3 (d, /= 22.5 Hz), 1169 (d, ] =
21.3 Hz),113.4,110.64 (d, ] = 3.0 Hz). GC-MS 239.1.

227



Chapitre VI : Partie expérimentale

(Z)-2-(4’-Fluorobenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (100). The product was
prepared according to the general procedure K starting benzofuran-3(2H)-one (100 mg,
0.75 mmol) and 4-fluorobenzaldehyde (93 mg, 0.75 mmol) to afford 100 as a yellow solid
(43%). C15sH9FO2.1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 7.96 - 7.89 (m, 2H, He,H2"), 7.81 (dd,
1H,/=7.6,1.5 Hz, H4), 7.66 (ddd, 1H, /= 8.5, 7.3, 1.5 Hz, He), 7.33 (m, 1H, H7), 7.23 (m, 1H,
Hs), 7.18 - 7.11 (m, 2H, Hs,H3'), 6.86 (s, 1H, =CH). 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) &
184.7,166.1, 163.4 (d, ] = 252.4 Hz), 146.5, 136.9, 133.5 (d, /] = 8.4 Hz), 128.6 (d, / = 3.3
Hz), 124.7, 123.6, 121.6, 116.1 (d, J = 21.9 Hz), 112.9, 111.8. HRMS 241.06571 m/z
[M+H]* (calc for CisH10FO2,241.06593).

(Z2)-2-(2’-Bromobenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (105). The crude product was
prepared according to the general procedure K starting from benzofuran-3(2H)-one (100
mg, 0.75 mmol) and 2-bromobenzaldehyde (139 mg, 0.75 mmol) to afford 105 as a pure
yellow solid (41%). C1sHoBrO2. 1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.30 (dd, 1H, J = 7.9, 1.7
Hz, H4), 7.87 - 7.76 (m, 3H, He,H3,Hs), 7.59 - 7.53 (m, 2H, H7,He), 7.41 - 7.29 (m, 2H,
Hs,H«), 7.06 (s, 1H, =CH). 13C NMR (101 MHz, DMSO) 6 183.7, 165.7, 147.2, 138.1, 133.4,
132.0,131.6,131.1,128.4,125.6,124.5,124.3,120.6,113.3,108.8. HRMS 300.98508 m/z
[M+H]* (calc for C1sH10BrOz, 300.98587).

228



Chapitre VI : Partie expérimentale

(Z)-2-(3’-Bromobenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (106). The crude product was
prepared according to the general procedure K starting from benzofuran-3(2H)-one (100
mg, 0.75 mmol) and 3-bromobenzaldehyde (139 mg, 0.75 mmol) to afford 106 as a pure
yellow solid (47%). C1sHoBrO2. 1H NMR (400 MHz, DMSO0-ds) 6 8.17 (s, 1H, H2"), 8.02 (dd,
1H,/=8.0,1.2 Hz, H4), 7.87 - 7.76 (m, 2H, He,H#'), 7.65 (m, 1H, H7), 7.60 (d, 1H, ] = 8.3 Hz,
He’), 7.55 (m, 1H, Hs), 7.39 - 7.31 (m, 1H, Hs'), 6.95 (s, 1H,=CH).13CNMR (101 MHz, DMSO-
de) 6 183.7, 165.6, 146.9, 138.0, 134.4, 133.4, 132.6, 131.1, 130.2, 124.5, 124.2, 122.2,
120.7,113.36,110.4. GC-MS 301.9.

(Z)-2-(4’-Bromobenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (107). The crude product was
prepared according to the general procedure K starting from benzofuran-3(2H)-one (100
mg, 0.75 mmol) and 4-bromobenzaldehyde (139 mg, 0.75 mmol) to afford 107 as a pale
yellow solid (75%). C1sH9BrO2. 1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 7.97 - 7.91 (m, 2H, He¢’,H2),
7.82 - 7.80 (m, 2H, He,H4), 7.75 - 7.68 (m, 2H, Hs',H3'), 7.56 (m, 1H, H7), 7.33 (td, 1H, ] =
7.5, 0.8 Hz, Hs), 6.95 (s, 1H, =CH). 13C NMR (101 MHz, DMSO0-ds) 6 183.6, 165.5, 146.6,
137.8,133.1,132.1,131.2, 124.4,124.1, 123.6, 120.8, 113.2, 110.9. GC-MS 301.9.
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(Z)-2-(2’-Chlorobenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (108). The crude product was
prepared according to the general procedure K starting from benzofuran-3(2H)-one (100
mg, 0.75 mmol) and 2-chlorobenzaldehyde (124,5 mg, 0.75 mmol) to afford 108 as a pure
white solid (58%). C1sH9ClO2. 1TH NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 6 8.33 (dd, 1H,/=7.8, 1.8 Hz,
H4), 7.86 - 7.80 (m, 2H, He,He), 7.62 (dd, 1H, J = 7.8, 1.5 Hz, Hs), 7.60 - 7.45 (m, 3H,
Hs,Hs,H7), 7.35 (m, 1H, H«), 7.09 (s, 1H, =CH). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 183.7,
165.7, 147.3, 138.1, 134.5, 131.9, 131.5, 130.1, 129.4, 127.9, 124.6, 124.3, 120.6, 113.3,
105.9. GC-MS 256.

(Z)-2-(3’-Chlorobenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (109). The crude product was
prepared according to the general procedure K starting from benzofuran-3(2H)-one (100
mg, 0.75 mmol) and 3-chlorobenzaldehyde (124,5 mg, 0.75 mmol) to afford 109 as a pure
yellow solid (30%). C15sH9ClO2. tH NMR (400 MHz, DMSO-de) § 8.06 - 7.96 (m, 2H, H4,He),
7.86 - 7.80 (m, 2H, H+,H¢), 7.63 - 7.51 (m, 3H, H7,H2,Hs), 7.35 (ddd, 1H, J = 7.5, 0.8 Hz,
Hs), 6.97 (s, 1H, =CH).13C NMR (101 MHz, DMSO0-ds) 6 183.7, 165.6, 146.9, 138.0, 134.1,
133.7,130.9,130.5,129.8,129.7, 124.4, 124.2,120.7, 113.4, 110.4. GC-MS 256.

(Z2)-2-(4’-Chlorobenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (110). The crude product was
prepared according to the general procedure K starting from benzofuran-3(2H)-one (100
mg, 0.75 mmol) and 4-chlorobenzaldehyde (124,5 mg, 0.75 mmol) to afford 110 as a pure
yellow solid (72%). C15sH9ClO2. tH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.02 (m, 2H, He¢,H2), 7.83
- 7.79 (m, 2H, He,Hs), 7.64 - 7.52 (m, 3H, H7,Hs,H3), 7.35 (d, 1H, /] = 7.8 Hz, Ha4), 6.98 (s,
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1H, =CH). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 183.6, 165.5, 146.5,137.8, 134.7,132.9, 130.9,
129.1,124.4,124.1,120.8,113.3, 110.8. GC-MS 256.

(Z)-2-(4’-Hydroxy-2’-methoxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (111). The crude
product was prepared according to the general procedure K starting from benzofuran-
3(2H)-one (100 mg, 0.75 mmol) and 4-hydroxy-2-methoxybenzaldehyde (113 mg, 0.75
mmol) to afford 111 as a pure color solid (76%). C16H1204. 1H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
8 8.10 (d, 1H, J = 8.6 Hz, He), 7.80 - 7.73 (m, 2H, H4He), 7.56 - 7.51 (m, 1H, H7), 7.30 (m,
1H, Hs), 7.18 (s, 1H, =CH), 6.55 (dd, 1H, ] = 8.6, 2.2 Hz, Hs’), 6.50 (d, 1H, J = 2.3 Hz, H3),
3.86 (s, 3H, CHs(2)). 13C NMR (101 MHz, DMSO-de) § 182.8, 164.7, 162.5, 160.6, 144.5,
136.8,132.9,124.0,123.6,121.4,113.1,111.1,109.0, 107.0, 99.2, 55.7. HRMS 269.08128
m/z [M+H]* (calc for C16H1304, 269.08084).

(E)-2-(4’-Hydroxy-2’-methoxybenzylidene)-2,3-dihydro-(1H)-inden-1-one (115).
The crude product was prepared according to general procedure K starting from 2,3-
dihydro-1H-inden-1-one (100 mg, 0.76 mmol) and 4-hydroxy-2-methoxybenzaldehyde
(115 mg, 0.76 mmol) to afford 115 as a pure orange solid (76%). C17H1403. 1TH NMR (400
MHz, DMSO-ds) 7.88 (m, 1H, H4), 7.75 (d, 1H, J = 7.7 Hz, H¢), 7.71 - 7.63 (m, 3H,
=CH,He,H7), 7.46 (ddd, 1H, J = 8.1, 6.7, 1.6 Hz, Hs), 6.54 - 6.50 (m 2H, H3,Hs'), 4.02 (s, 2H,
CH2(2a)), 3.85 (s, 3H, CH3(2)). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 193.2, 161.3, 160.6, 149.8,
137.7, 134.3, 131.1, 130.8, 127.5, 127.2, 126.5, 123.34, 114.7, 108.2, 99.2, 55.6, 32.0.
HRMS 267.10141 m/z [M+H]* (calc for C17H1503, 267.10157).
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SYNTHESIS OF AURONE VIA BASIC ALDOLIC CONDENSATION

(Z)-2-(4’-(Dimethylamino)benzylidene)-6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (97).
The crude product was prepared according to general procedure L starting from
benzofuran-3(2H)-one (54 mg, 0.36 mmol) and 4-(dimethylamino)benzaldehyde (55 mg,
0.36 mmol). The mixture was extracted with EtOAc (5 x 20 mL). The combined organic
layers were washed with water and brine, dried over anhydrous magnesium sulfate,
filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure and was purified by
column chromatography on silica gel (eluent CH2Cl2/MeOH 10:0.1) to afford 97 as pure
red solid (40%). C17H1sNO3. 1H NMR (400 MHz, DMSO0-ds) 6 7.79 (d, 2H, / = 8.5 Hz, He, H2'),
7.58 (d, 1H,/=8.4 Hz, H4), 6.84 - 6.75 (m, 3H, Hs,H3,Hs), 6.75 - 6.65 (m, 2H, =CH,H7), 3.01
(s, 6H, -NMez). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 180.7, 167.0, 165.8, 151.0, 145.0, 132.9,
125.4,119.1,113.5,112.7,112.5,112.0, 98.4, 39.60. HRMS 282.11141 m/z [M+H]* (calc
for C17H16NOs3,282.11247).

(Z)-2-(2’,4’-Dimethoxybenzylidene)indolin-3-one (167). The crude product was
prepared according to the general procedure L starting from the corresponding indoline-
3-one 166 (50 mg, 0.29 mmol) and 2,4-dimethoxybenzaldehyde (47,4 mg, 0.29 mmol) to
afford 167 as pure red solid. C17H1sNOs3. 1TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 7.73 (d, 1H, ] =
8.4 Hz, He¢), 7.56 (d, 1H, J = 7.6 Hz, H4), 7.49 (m, 1H, He), 7.12 (d, / = 8.0 Hz, 1H, H7), 6.93
(s, 1H, =CH), 6.89 (m, 1H, Hs), 6.69 - 6,65 (m, 2H, Hs,H3'), 3.89 (s, 3H, CH3(4)), 3.84 (s, 3H,

CHz(2)). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 185.9, 161.5, 159.6, 153.9, 136.0, 133.2, 130.7,
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124.1, 120.5, 119.5, 115.6, 112.7, 106.2, 105.0, 98.6, 56.0, 55.7. HRMS 282.11233 m/z
[M+H]* (calc for C17H16NO3, 282.11247).

(Z)-2-(2’,4’-Dimethoxybenzylidene)indolin-3-one (170). The crude product was
prepared according to the general procedure L starting from the corresponding indoline-
3-one 169 (872 mg, 4.3 mmol) and 2,4-dimethoxybenzaldehyde (706 mg, 4.3 mmol) to
afford 170 as pure red solid (28%). C1sH17NO4. 1TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.65
(d, 1H,J = 8.5 Hz, H¢), 7.41 (d, 1H, ] = 8.4 Hz, H7), 6.90 (s, 1H, =CH), 6.56 (dd, 1H, / = 8.4,
2.4 Hz, Hs), 6.51 (d, 1H, ] = 2.3 Hz, H4), 6.46 (dd, 1H, ] = 8.6, 2.1 Hz, H3), 6.37 (d, 1H, /= 2.1
Hz, Hs'), 3.91 (s, 3H, CHse)), 3.85 (s, 3H, CH34)), 3.84 (s, 3H, CH3(2)).13C NMR (101 MHz,
Chloroform-d) 6 181.7, 166.6, 161.7, 158.6, 154.8, 134.84, 132.5, 126.6, 117.0, 115.6,
108.3, 107.6, 105.9, 99.6, 95.4, 56.2, 55.7, 55.6. HRMS 312.12261 m/z [M+H]* (calc for
C18H1804N, 312.12303).

(Z)-2-(2’,4’-Dimethoxybenzylidene)-3-0x0-2,3-dihydrobenzo[b]thiophene-7-carb-

oxylic acid (200). The crude product was prepared according to the general procedure
L starting from the 3-o0x0-2,3-dihydrobenzo[b]thiophene-7-carboxylic acid 203 (500 mg,
2.57 mmol) and 2,4-dimethoxybenzaldehyde (428 mg, 2.57 mmol) and was purified by
column chromatography on silica gel (eluent CH2Clz/MeOH 9:1) to afford 200 as a pure
orange solid (11%). C1sH140sS. TH NMR (400 MHz,-DMSO0-de) 6 8.29 (dd, 1H,/=7.5, 1.4
Hz, He¢), 8.18 (s, 1H, =CH), 8.01 (dd, 1H,/ = 7.6, 1.4 Hz, H4), 7.79 (d, 1H, ] = 8.7 Hz, H¢), 7.48
(m, 1H, Hs), 6.84 (dd, 1H, J = 8.7, 2.4 Hz, Hs), 6.73 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, Hz), 3.95 (s, 3H,
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CHsw), 3.89 (s, 3H, CH3(21). 13C NMR (101 MHz,-DMSO-ds) § 187.6, 172.9, 163.3, 160.7,
146.7,138.3, 136.4, 131.6, 130.9, 129.0, 128.9, 127.5, 125.7, 115.5, 106.7, 98.6, 56.1, 55.7.
HRMS 341.04891 m/z [M-H]- (calc for CisH130sS, 341.04892).

(Z)-2-(2’,4’-Dimethoxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (207). The crude product
was prepared according to the general procedure L starting from 7-methoxybenzofuran-
3(Z2H)-one (1.00 g, 6.1 mmol) and 2,4-dimethoxybenzaldehyde (1.00 g, 6.09 mmol) to
afford 207 as pure yellow solid (40%). C1sH160s. 1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.14 (d,
1H, / = 8.8 Hz, He), 7.42 (dd, 1H, ] = 8.0, 1.2 Hz, H4), 7.31 (dd, 1H, J = 7.7, 1.2 Hz, He), 7.22
(t, 1H, J = 7.8 Hz, Hs), 7.17 (s, 1H, =CH), 6.77 (dd, 1H, ] = 8.8, 2.4 Hz, Hs), 6.68 (d, 1H, ] =
2.4 Hz, H3), 3.98 (s, 3H, CH3(7)), 3.91 (s, 3H, CHs4)), 3.86 (s, 3H, CH3(2)).13C NMR (101
MHz, DMSO-ds) 6 183.1, 163.0, 160.3, 154.4, 145.6, 145.0, 132.5, 124.4, 122.6, 119.0,
114.98,112.9,107.0,106.7,98.3,56.3,56.1, 55.6. HRMS 313.10732 m/z [M+H]* (calc for
C18H170s5,313.10705).

(Z)-2-(4’-Fluorobenzylidene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (235). The
crude product was prepared according to the general procedure M starting from 4,6-
dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (100 mg, 0.60 mmol) and 4-fluorobenzaldehyde (74 mg,
0.60 mmol) and was concentrated under reduced pressure then water was added and few
drops of HCI 6N until full precipitation. The precipitate was filtered, washed with hot
water to afford 235 as pure yellow solid (95%). C1sHoFO4.TH NMR (400 MHz, DMSO-dé)

§11.00 (s, 1H, -OH4) 10.94 (s, 1H, -OHs), 7.95 (dd, 2H, ] = 8.5, 5.5 Hz, He,Hz), 7.31 (dd, 2H,
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J =8.5, 5.5 Hz, Hs,H3), 6.63 (s, 1H, =CH), 6.22 (s, 1H, H7), 6.08 (s, 1H, Hs) 13C NMR (101
MHz, DMSO-ds) 6§ 179.0,167.8,167.5,162.3 (d, ] = 248.3 Hz), 158.5, 147.5,132.9 (d, /= 8.4
Hz),129.1 (d,/=3.1Hz), 116.0 (d,/=21.7 Hz), 107.1,102.5,97.9,90.7. HRMS 273.05609
m/z [M+H]* (calc for C1sH10F4,273.05576).

(Z)-2-Benzylidene-6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (245). The crude product was
prepared according to the general procedure L starting from the corresponding 6-
hydroxybenzofuran-3(Z2H)-one (100 mg, 0.66 mmol) and benzaldehyde (70 mg, 0.66
mmol) and was purified by column chromatography on silica gel (eluent
cyclohexane/EtOAc 7:3) to afford 245 as pure yellow solid (71%). C1sH1003. 1TH NMR (400
MHz, DMSO-de) 6 7.98 - 7.92 (m, 2H, H2 He’), 7.64 (d, 1H, ] = 8.5 Hz, H4), 7.53 - 7.41 (m,
3H, Hy,H+Hs), 6.81 (d, 1H, / = 1.9 Hz, H7), 6.79 (s, 1H, =CH), 6.73 (dd, 1H, ] = 8.5, 2.0 Hz,
Hs).13CNMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 181.5,168.0, 166.6,147.4,132.1, 131.1, 129.6, 129.0,
126.0, 113.1, 112.8, 110.3, 98.7. HRMS 239.0703 m/z [M+H]* (calc for CisH110s3,
239.0704).

(Z)-2-(4’-(Benzyloxy)-3’-methoxybenzylidene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one
(246). The crude product was prepared according to the general procedure L starting
from 4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (100 mg, 0.66 mmol) and 4-(benzyloxy)-3-

methoxybenzaldehyde (160 mg, 0.66 mmol) and was recrystallized from cyclohexane to
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afford 246 as a pure yellow solid (25%). C23H180s. TH NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6
7.83 (s, 1H, H2), 7.54 - 7.27 (m, 7H, H2"H 3» H+ H ¢ H¢’), 6.93 (d, 1H, ] = 8.4 Hz, H7), 6.80 -
6.73 (m, 2H, =CH,Hs"), 6.60 (d, 1H, ] = 8.2 Hz, Hs), 5.22 (s, 2H, OCH2Ph), 3.96 (s, 3H, CH3z(3").
13CNMR (101 MHz, Chloroform-d) 6 185.4,164.7,156.7,150.3, 149.7, 145.7, 138.9, 136.5,
128.7, 128.1, 127.3, 126.0, 125.4, 114.5, 113.8, 113.6, 109.8, 109.8, 103.6, 70.9, 56.2.
HRMS 373.1071 m/z [M-H]- (calc for C23H170s, 373.1081).

(Z)-2-(4’-(Benzyloxy)-3’-methoxybenzylidene)-6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one

(248). The crude product was prepared according to general procedure L starting from
the corresponding 6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (100 mg, 0.66 mmol) and
(benzyloxy)-3-methoxybenzaldehyde (160 mg, 0.66 mmol) and was purified by column
chromatography on silica gel (eluent cyclohexane/EtOAc 7:3) to afford 248 as pure
yellow solid. C23H180s. 1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 7.63 — 7.53 (m, 3H, H2”He H4”), 7.48
- 7.44 (m, 2H, Hs"), 7.42 - 7.38 (m, 2H, H2"), 7.38 - 7.33 (m, 1H, Hs"), 7.17 (d, 1H, J = 8.5
Hz, H4), 6.80 (d, 1H, J = 2.0 Hz, H7), 6.76 (s, 1H, =CH), 6.71 (dd, 1H, ] = 8.5, 2.0 Hz, Hs), 5.17
(s, 2H, OCHzPh), 3.84 (s, 3H, CH3(3)). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 181.2, 167.6, 166.3,
149.3, 149.1, 146.3, 136.7, 128.5, 128.0, 127.9, 125.8, 125.1, 124.9, 114.6, 113.6, 113.0,
112.9,111.1,98.6, 69.8, 55.6. HRMS 375.1228 m/z [M+H]* (calc for C23H190s, 375.1227).
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(Z)-4,6-Dihydroxy-2-(3’-hydroxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (249). The
crude product was prepared according to the general procedure M starting from 4,6-
dihydroxybenzofuran-3(ZH)-one (100 mg, 0.60 mmol) and 3-hydroxybenzaldehyde (73
mg, 0.60 mmol) and was purified by column chromatography on silica gel (eluent
CH2Cl2/MeOH 9:1) to afford 249 as a pure yellow solid (11%). C1sH100s. 1TH NMR (400
MHz, DMSO-ds § 10.96 (s, 2H, -OHa,), 9.63 (s, 1H, -OH3), 7.37 - 7.24 (m, 3H, H2Hs' He'),
6.80 (m, 1H, H#), 6.51 (s, 1H, =CH), 6.21 (d, 1H, /= 1.7 Hz, H7), 6.09 (d, 1H, ] = 1.7 Hz, Hs).
13C NMR (101 MHz, DMSO-des) & 179.0, 167.8, 167.5, 158.5, 157.5, 147.6, 133.4, 129.8,
122.0, 116.9, 116.6, 108.4, 102.5, 97.8, 90.5. HRMS 269.04490 m/z [M-H]- (calc for
C15H90s, 269.04555).

(Z)-2-(3’-Methoxybenzylidene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (250). The
crude product was prepared according to the general procedure M starting from 4,6-
dihydroxybenzofuran-3(ZH)-one and 3-methoxybenzaldehyde and was purified by
column chromatography on silica gel (eluent CH2Clz/MeOH 9:1) to afford 250 as a pure
yellow solid (11%). C16H120s. 1H NMR (400 MHz, Methanol-ds) & 7.42 - 7.36 (m, 2H,
H2 He), 7.30 (m, 1H, Hs), 6.90 (m, 1H, H«), 6.58 (s, 1H, =CH), 6.19 (s, 1H, H7), 6.02 (s, 1H,
Hs), 3.82 (s, 3H, CH3(3)). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) § 182.7, 170.0, 169.8, 161.3,
160.1, 149.7, 135.1, 130.8, 124.7, 117.05, 116.3, 111.1, 104.4, 98.8, 91.9, 55.8. HRMS
285.0761 m/z [M+H]* (calc for C16H130s, 285.0757).
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(Z)-2-(4’-(Benzyloxy)benzylidene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (251). The
crude product was prepared according to general procedure M starting from 4,6-
dihydroxybenzofuran-3(ZH)-one (50 mg, 0.30 mmol) and 4-(benzyloxy)benzaldehyde
(64 mg, 0.30 mmol) and was purified by column chromatography on silica gel (eluent
CH2Cl2/MeOH 9:1) to afford 251 as a pure yellow solid (25%). C22H160s. 1TH NMR (400
MHz, DMSO-ds) § 7.84 (m, 2H, H2'¢), 7.45 (m, 2H, H2”), 7.39 (m, 2H, H3"), 7.31 (m, 1H, H4"),
7.08 (m, 2H, H3' Hs'), 6.64 (s, 1H, =CH), 6.21 (d, 1H, J = 1.7 Hz, H7), 6.03 (d, 1H, /= 1.7 Hz,
Hs), 5.15 (s, 2H, OCH2Ph). 13C NMR (101 MHz, DMSO0-ds) 6 179.0, 167.6, 167.2, 159.1,
158.2,146.5,136.7,132.4,128.5,128.0,127.8, 125.1, 115.3, 108.3, 102.7, 97.7, 90.5, 69.3.
HRMS 359.0915 m/z [M-H]- (calc for C22H150s, 359.0925).

(2)-2-(3’,4’-dimethoxybenzylidene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one  (252).
The crude product was prepared according to the general procedure M starting from 4-
hydroxybenzofuran-3(ZH)-one (50 mg, 0.30 mmol) and 4-(benzyloxy)-3-
methoxybenzaldehyde (50 mg, 0.30 mmol) and was purified by column chromatography
on silica gel (eluent CH2Clz/MeOH 95:5) to afford 252 as a pure yellow solid. C17H1406. 1H
NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 10.93 (s, 1H, -OH«), 10.87 (s, 1H, -OHz"), 7.50 (m, 2H, Hz,He¢'),
7.06 (d, 1H, J = 8.6 Hz, Hs"), 6.58 (s, 1H, =CH), 6.22 (d, 1H, / = 1.7 Hz, H7), 6.07 (d, 1H, ] =
1.7 Hz, Hs), 3.81 (s, 6H, CH3(3'4)). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 179.1, 167.7, 167.2,
158.3,150.0, 148.8, 146.6, 125.1, 124.5, 114.0, 112.0, 109.0, 102.8, 97.8, 90.6, 55.6, 55.5.
HRMS 315.0865 m/z [M+H]* (calc for C17H150¢, 373.0863).
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(Z)-2-(4’-(Tert-butyl)benzylidene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (253). The
crude product was prepared according to the general procedure M starting from 4,6-
dihydroxybenzofuran-3(ZH)-one (100 mg, 0.60 mmol) and 4-(tert-butyl)benzaldehyde
(82 mg, 0.60 mmol) and was purified by column chromatography on silica gel (eluent
CH2Cl2/MeOH 9:1) to afford 253 as a pure yellow solid (20%). C19H1804. 1TH NMR (400
MHz, Methanol-d4) 6 7.81 (d, 2H,J = 8.0 Hz, Hz/¢'), 7.49 (d, 2H, /] = 8.0 Hz, H3'5"), 6.65 (s, 1H,
=CH), 6.23 (s, 1H, H7), 6.04 (s, 1H, Hs), 1.35 (s, 3H, CH3wutyn). 13C NMR (101 MHz,
Methanol-d4) 6 182.8, 169.9, 169.7, 160.1, 154.1, 149.3, 132.0, 131.1, 126.8, 111.4, 104.5,
98.7,91.9, 35.7,31.6. HRMS 309.11211 m/z [M-H]- (calc for C19H1704, 309.11323).

(Z)-4,6-Dihydroxy-2-(4’-isopropylbenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (254). The
crude product was prepared according to the general procedure M starting from 4,6-
dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (100 mg, 0.60 mmol) and 4-isopropylbenzaldehyde (90
mg, 0.60 mmol) and was purified by column chromatography on silica gel (eluent
CH2Cl2/MeOH 9:1) to afford 254 as a pure yellow solid (10%). C1sH1604. 1H NMR (400
MHz, Methanol-d4) § 8.16 (d, 2H, J = 8.0 Hz, H2 H¢), 7.68 (d, 2H, J = 8.0 Hz, H3 Hs'), 7.02 (s,
=1H, CH), 6.60 (d, 1H, /= 1.3 Hz, Hv), 6.42 (d, 1H, = 1.3 Hz, Hs), 3.31 (hept, 1H, /= 7.0 Hz,
CHpropyn), 1.66 (s, 6H, CH3(propyn). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) 6 182.8,169.9, 169.7,
160.1, 152.0, 149.2, 132.3, 131.5, 128.0, 111.5, 104.5, 98.7, 91.9, 35.4, 24.2. HRMS
295.09650 m/z [M-H]- (calc for C1sH1504, 295.09758).
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SYNTHESIS OF AURONE BY CYCLISATION WITH Hg(OAc):

OMe ¢

(Z)-2-(2',4’-Dimethoxybenzylidene)-6-(dimethylamino)-4-methoxybenzofuran-
3(2H)-one. The crude product was prepared according to the general procedure N
starting  from (E)-3-(2,4-dimethoxyphenyl)-1-(4’-(dimethylamino)-2’-hydroxy-6’-
methoxyphenyl) prop-2-en-1-one 152 (63 mg, 0.18 mmol), which was precipitate from
EtOAc to afford the product as a pure yellow solid (90%). C20H21NOs. 1TH NMR (400 MHz,
Chloroform-d) 6 8.17 (d, 1H, J = 8.8 Hz, He’), 7.13 (s, 1H, =CH), 6.55 (dd, 1H, / = 8.8, 2.5 Hz,
Hs), 6.43 (d, 1H,/=2.5Hz, H3),5.99 (d, 1H,/=1.9 Hz, Hs), 5.71 (d, 1H,/ = 1.9 Hz, H7), 3.93
(s, 3H, CHs4)), 3.85 (s, 3H, CH3(2y), 3.83 (s, 3H, CH3(4)), 3.07 (s, 6H, -NMe2).13C NMR (101
MHz, Chloroform-d) § 179.6, 168.6, 161.8, 159.9, 159.5, 158.0, 148.0, 132.6, 115.4, 105.5,
103.2,101.8, 98.1, 89.3, 86.9, 56.0, 55.7, 55.6, 40.7. HRMS 356.14852 m/z [M+H]* (calc
for C20H22NOs, 356.14925).

OMe ©

(Z)-2-(2’,4’-Dimethoxybenzylidene)-4-methoxy-6-morpholinobenzofuran-3(2H)on
-e. The crude product was prepared according to the general procedure N starting from
(E)-3-(2,4-dimethoxyphenyl)-1-(2’-hydroxy-6’-methoxy-4’-morpholinophenyl)prop-2-

en-1-one 153 (244.9 mg, 0.61 mmol), which was precipitate from EtOAc to afford the
product as a pure yellow solid (57%). C22H23NO¢. TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.05 (d,
1H, /= 8.5 Hz, H¢'), 6.81 (s, 1H, =CH), 6.66 - 6.62 (m, 2H, H3",Hs'), 6.48 (s, 1H, Hs), 6.20 (s,
1H, H7), 3.87 (s, 3H, CH34)), 3.86 (s, 3H, CH3(2y), 3.82 (s, 3H, CH3(4)), 3.71 (t,4H, /= 4.9 Hz,
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Heb), 3.60 (t, 4H, J = 4.9 Hz, Hea),. 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 178.0, 168.1, 162.0,
159.5, 159.1, 158.9, 147.0, 131.8, 113.7, 106.6, 101.8, 101.6, 98.3, 91.5, 88.6, 65.9, 56.0,
56.0, 55.7, 47.2. HRMS 398.15957 m/z [M+H]* (calc for C22H24NOs, 398.15981).

SYNTHESIS OF DERIVATIVES VIA DEPROTECTION OF METHOXY
ANALOGUES

(Z)-2-(2’,4’-Dihydroxybenzylidene)-6-(dimethylamino)benzofuran-3(2H)-one
(65). The crude product was prepared according to the general procedure O starting from
(Z)-2-(2’,4’-dimethoxybenzylidene)-4-methoxy-6-morpholinobenzofuran-3(2H)-one
isolated from the chalcone (301 mg, 0.92 mmol) cyclization via the general procedure F.
The crude product was purified by column chromatography on silica gel (eluent
CH2Cl2/MeOH 95:5), then washed with acetone to afford 65 as a pure dark black solid
(6%). C17H15NO4. 1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 10.17 (s, -1H, OH2)), 9.91 (s, 1H, -OH@)),
7.97 (d, 1H, ] = 8.6 Hz, He’), 7.48 (d, 1H, / = 8.7 Hz, H7), 6.93 (s, 1H, =CH), 6.64 - 6.55 (m,
2H, H4, Hs), 6.42 - 6.34 (m, 2H, H3, Hs'), 3.09 (s, 6H, -NMe2).13C NMR (126 MHz, DMSO-ds)
8 180.1, 167.4,160.3, 158.6, 156.5, 146.0, 132.1, 124.9, 111.0, 109.5, 108.6, 108.0, 104.0,
102.3,92.7, 40.2. HRMS 298.00749 m/z [M+H]* (calc for C17H16NO4, 298.10738).

(Z)-6-Amino-2-(2’,4’-dihydroxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one (66). The crude
product was prepared according to the general procedure O starting from (Z)-6-amino-2-
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(2’,4’-dimethoxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one isolated from the chalcone (593 mg,
1.98 mmol) cyclization via the general procedure F. The crude product was purified by
column chromatography on silica gel (eluent CH2Cl2/MeOH 95:5) and washed with
acetone to afford 66 as a pure brown solid (23%). CisH11NO4. 1TH NMR (400 MHz,
Methanol-d4) 6 8.05 (d, 1H, J = 8.7 Hz, He'), 7.45 (d, 1H, J = 8.6 Hz, H4), 7.22 (s, 1H, =CH),
6.48 (dd, /=8.6, 1.8 Hz, 1H, Hs), 6.43 - 6.38 (m, 2H, H7,Hs'), 6.34 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, H3"). 13C
NMR (101 MHz, Methanol-ds) & 183.5, 170.2, 162.1, 160.5, 159.8, 147.9, 134.0, 126.8,
113.2, 112.5, 111.7, 109.1, 107.8, 103.1, 94.9. HRMS 270.07611 m/z [M+H]* (calc for
C1sH12NO4, 270.07608).

(Z)-2-(2’,4’-Dihydroxybenzylidene)-6-(dimethylamino)-4-hydroxybenzofuran-3(2
H)-one (67). The crude product was prepared according to the general procedure O
starting from ((Z)-2-(2,4-dimethoxybenzylidene)-6-(dimethylamino)benzofuran-3(2H)-
one (754 mg, 2.12 mmol), which was precipitate in EtOAc to afford 67 as a pure brown
solid (31%). C17H1sNOs. 1H NMR (400 MHz, DMSO-de) 6 10.43 (s, -1H, -OH2’), 10.09 (s, 1H,
-OH#), 9.83 (s, 1H, -OH4), 7.90 (d, 1H,J = 8.5 Hz, He¢'), 6.78 (s, 1H, =CH), 6.43 - 6.30 (m, 2H,
Hz,Hs), 6.12 (d, 1H,/ = 1.9 Hz, Hs), 5.83 (d, 1H, J = 1.9 Hz, H7), 3.02 (s, 6H, -NMe2).13C NMR
(101 MHz, DMSO-de) 6 178.1, 167.4, 159.8, 158.2,157.5, 157.3, 146.2,131.8,111.2, 107.9,
102.4,102.1, 100.1, 92.8, 85.9, 40.1. HRMS 314.10259 m/z [M+H]* (calc for C17H16NOs,
314.10230).
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(2)-2-(2’,4’-Dihydroxybenzylidene)-4-hydroxy-6-morpholinobenzofuran-3(2 H)-
one (68). The crude product was prepared according to the general procedure O starting
from (Z)-2-(2’,4’-dimethoxybenzylidene)-4-methoxy-6-morpholinobenzofuran-3(2H)-
one (395 mg, 0.99 mmol), which was purified by column chromatography on silica gel
(eluent CH2Cl2/MeOH 8:2) to afford 68 as a pure dark red solid (48%). C19H17NOes. 1H NMR
(400 MHz, Methanol-d4) 6 8.03 (d, 1H, J = 8.6 Hz, He¢), 7.11 (s, 1H, =CH), 6.39 (dd, 1H, ] =
8.6, 2.3 Hz, Hs'), 6.33 (d, 1H, J = 2.3 Hz, H3), 6.11 (s, 1H, H7), 5.86 (s, 1H, Hs), 3.77 (m, 4H,
Heéb). 3.57 (m, 4H, Hea). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) 6 211.6, 182.0, 169.3, 161.7,
160.1, 148.0, 133.9, 113.3, 109.0, 106.5, 103.1, 87.4 60.3, 56.0, 54.9, 29.6, 28.3. HRMS
354.09791 m/z [M-H]- (calc for C19H16NOs, 354.09831).

(2)-2-(2’,4’-Dihydroxybenzylidene)-4,6-difluorobenzofuran-3(2H)-one (71). The
crude product was prepared according to the general procedure O starting from (Z)-2-
(2’,4’-dimethoxybenzylidene)-4,6-difluorobenzofuran-3(2H)-one (64 mg, 0.2 mmol),
which was purified by column chromatography on silica gel (eluent CH2Clz/MeOH 95:5)
to afford 71 as a pure yellow solid (90%). CisHsF204. 1TH NMR (400 MHz, Methanol-d4) 6
8.05 (d, 1H,/ = 8.8 Hz, H¢'), 7.42 (s, 1H, =CH), 7.08 (m, 1H, H7), 6.81 (m, 1H, Hs), 6.41 (dd,
1H, /] = 8.8, 2.4 Hz, Hs), 6.34 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, H3).13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) &
180.5, 173.02, 171.3 (d, J = 13.7 Hz), 168.7 (d, ] = 12.9 Hz), 167.8 (d, / = 17.2 Hz), 163.6,
161.7, 146.1, 134.6, 112.3, 111.5, 109.6, 103.1, 100.3 (dd, J = 28.3, 23.7 Hz), 98.3 (dd, ] =
27.3,4.6 Hz). HRMS 289.0309 m/z [M-H]- (calc for C1sH7F204, 289.0307).
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(E)-2-(2’,4’-Dihydroxybenzylidene)-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (72). The crude
product was prepared according to the general procedure O starting from (E)-2-(2’,4’-
dimethoxybenzylidene)-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (200 mg, 0.71), which was purified
by column chromatography on silica gel (eluent CH2Clz/MeOH 9:1) to afford 72 as a pure
red solid (20%). C16H1203. 1TH NMR (400 MHz, Methanol-d4) § 8.15 (t, 1H, J = 2.0 Hz, =CH),
7.79 (d, 1H, ] = 7.7 Hz, H7), 7.66 - 7.59 (m, 3H, He’ He,H4), 7.42 (m, 1H, Hs), 6.43 (dd, 1H, ]
= 8.6, 2.4 Hz, Hs'), 6.37 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, H3), 3.98 (d, 2H, J = 2.0 Hz, CH2(2a)). 6 13C NMR
(101 MHz, Methanol-d4) 6 197.2, 163.0, 161.7, 151.9, 139.8, 135.9, 132.7, 131.6, 131.5,
128.9, 127.7, 125.0, 116.1, 109.4, 103.8, 33.8. HRMS 251.0708 m/z [M-H]- (calc for
C16H11NO3, 251.0714).

(E)-2-(2’,4’-Dihydroxybenzylidene)-3-methyl-2,3-dihydro-1H-inden-1-one  (73).
The cru-de product was prepared according to the general procedure O starting from (E)-
2-(2’,4’-dimethoxybenzylidene)-3-methyl-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (129 mg, 0.44
mmol), which was used without further purification to afford 73 as a dark yellow oil
(96%). C17H1403. 1TH NMR (400 MHz, Methanol-d4) § 8.07 (d, 1H,J = 1.8 Hz, =CH), 7.78 (m,
1H, H7), 7.66 - 7.59 (m, 2H, H4,Hs), 7.52 (d, 1H, ] = 8.6 Hz, H¢"), 7.41 (m, 1H, Hs), 6.44 (dd,
1H, ] = 8.6, 2.4 Hz, Hx"), 6.38 (d, 1H, J = 2.4 Hz, H3'), 4.34 (m, 1H, H3), 1.35 (m, 3H, CH3(3)).
13CNMR (101 MHz, Methanol-d4) 6 196.5, 162.5,161.2,157.8,138.2, 137.6, 135.9, 133.2,
131.6,128.7,126.3,124.5,114.8, 108.9, 103.4, 38.1, 19.0. HRMS 267.10136 m/z [M+H]*
(calc for C17H1503,267.10157.10157).
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2-(2’,4’-Dihydroxybenzylidene)-1H-indene-1,3(2H)-dione (74). The crude product
was prepared according to general procedure O starting from 2-(2’,4'-
dimethoxybenzylidene)-1H-indene-1,3(2H)-dione (25 mg, 13 mmol), which was purified
by column chromatography on silica gel (eluent DCM/EtOAc 7:3) to afford 74 as a pure
red solid (15%). C16H1004. 1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) 6 9.12 (d, 1H, J = 8.7 Hz, He),
8.29 (s, 1H, =CH), 7.90 - 7.88 (m, 4H, H4,Hs,H6,H7), 6.46 - 6.39 (m, 2H, H3,Hs’). 13C NMR
(101 MHz, Methanol-d4) 6 190.6, 189.3, 166.1, 163.4, 141.5, 140.2, 139.1, 135.9, 135.2,
135.0, 122.5, 122.4, 122.4, 113.1, 108.7, 101.9. HRMS 265.05060 m/z [M-H]- (calc for
C16H904, 265.04954).

2-(2’,4’-Dihydroxybenzyl)isoindoline-1,3-dione (75). The crude product was
prepared according to the general procedure O starting from 2-(2’,4’-dimethoxybenzyl)-
isoindoline-1,3-dione (84 mg, 0.28 mmol), which was purified by column
chromatography on silica gel (eluent CH2Cl2/MeOH 96:4 then full MeOH) to afford 75 as
a white solid (50%). C1sH11NO4. 1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) 6 7.85 - 7.65 (m, 4H,
H7,He,Hs,H4), 6.91 (d, 1H, ] = 8.3 Hz, He), 6.29 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, Hs), 6.22 (dd, 1H, ] = 8.3,
2.4 Hz, H3), 4.72 (s, 2H, CH2). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) § 169.9, 159.1, 157.2,
135.3,133.3,131.0, 124.09, 115.1, 107.6, 103.7, 37.5. HRMS 292.0576 m/z [M+Na]* (calc
for C1sH1104NNa, 292.0580).

(Z)-2-(2’,4’-Dihydroxybenzylidene)indolin-3-one (77). The crude product was
prepared according to the general procedure O starting from (Z)-2-(2’,4'-

dimethoxybenzylidene)indolin-3-one (42 mg, 0.15 mmol), which was purified by column
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chromatography on silica gel (eluent CH2Clz/MeOH 9:1) to afford 77 as a pure red solid
(20%). C1sH11NOs 'H NMR (400 MHz, Methanol-d4) § 7.62 (d, 1H, J = 7.7 Hz, H4), 7.53 (d,
1H, / = 8.6 Hz, He¢'), 7.49-7.44 (m, 1H, He), 7.21 (s, 1H, =CH), 7.10 (d, 1H, J = 8.2 Hz, H7),
6.89 (m, 1H, Hs), 6.44 (dd, 1H, ] = 8.6, 2.4 Hz, Hs), 6.38 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, H3).13C NMR
(101 MHz, Methanol-d4) § 188.6, 161.8, 159.8, 155.0, 137.0, 134.1, 133.1, 125.1, 122.1,
120.4,114.9,113.5,111.7,109.2,103.6. HRMS 254.0808 m/z [M+H]* (calc for C1sH12NOs3,
254.0812).

(Z)-2-(2’,4’-Dihydroxybenzylidene)benzo/bJthiophen-3(2H)-one (80). The crude
product was prepared according to the general procedure O starting from (Z)-2-(2’,4’-
dimethoxybenzylidene)benzo[b]thiophen-3(2H)-one (2.00 g, 5.3 mmol), which was
purified by column chromatography on silica gel (eluent CH2Cl2/MeOH 9:1) to afford 80
as a pure dark orange solid (14%). C1sH1003S. TH NMR (400 MHz, Methanol-d4) & 8.25 (s,
1H, =CH), 7.84 (dd, 1H, = 7.8, 1.3 Hz, H4), 7.77 (d, 1H, ] = 7.8 Hz, He¢’), 7.68 (m, 1H, Hs),
7.52 (m, 1H, H7), 7.40 (m, 1H, Hs), 6.47 - 6.43 (m, 2H, ] = 7.4 Hz, H3,Hs). 13C NMR (101
MHz, Methanol-d4) § 190.2, 163.6, 162.0, 147.6, 136.1, 132.6, 132.3, 131.5, 127.4, 126.5,
126.2, 125.1, 115.0, 109.3, 103.5. HRMS 269.02802 m/z [M-H]- (calc for CisH90s3S,
269.02669).

(Z)-2-(2',4’-Dihydroxybenzylidene)-6-hydroxyindolin-3-one (84). The crude
product was prepared according to the general procedure N starting from (Z)-2-(2’,4’-
dimethoxybenzylidene)-6-methoxyindolin-3-one (367 mg, 1.2 mmol). The crude product

was purified by column chromatography on silica gel (eluent CH2Clz/MeOH 95:5) to afford
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77 as a pure red solid (43%). C1sH11NO4. 1TH NMR (400 MHz, Methanol-d4) § 7.50 - 7.46
(m, 2H, He,Ha), 7.07 (s, 1H, =CH), 6.44 - 6.40 (m, 2H, Hs,H7), 6.38 - 6.34 (m, 2H, Hs,H3).
13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) 6 186.6, 167.1, 161.4, 159.4, 157.7, 135.0, 132.9, 127.2,
115.0, 114.9, 110.5, 110.3 109.1, 103.6, 98.3. HRMS 270.07596 m/z [M+H]* (calc for
C15H12NO4, 270.07608).

(Z)-2-(2’,4’-Dihydroxybenzylidene)-7-hydroxybenzo|b]thiophen-3(2H)-one (85).
The crude product was prepared according to the general procedure O starting from (Z)-
2-(2’,4’-dimethoxybenzylidene)-7-methoxybenzo[b]thiophen-3(2H)-one (368 mg, 1.12
mmol), which was purified by column chromatography on silica gel (eluent CH2Cl2/MeOH
96:4) to afford 85 as a dark orange solid (32%). C1sH1004S. TH NMR (400 MHz, Methanol-
ds) § 8.44 (s, 1H, =CH), 7.68 (dd, 1H, ] = 8.7 Hz, He), 7.39 (dt, 1H, ] = 7.6, 1.3 Hz, He), 7.17
(td, 1H, ] = 7.7, 1.4 Hz, Hs), 7.02 (dt, 1H, ] = 7.9, 1.3 Hz, H4), 6.47 (dd, 1H, ] = 8.7, 2.4 Hz,
Hs), 6.38 (d, 1H, J = 2.4 Hz, H3). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) § 191.0, 163.6, 162.0,
154.1, 134.5, 134.0, 132.6, 131.5, 127.7, 127.0, 120.5, 118.3, 115.1, 109.3, 103.4. HRMS
285.02241 m/z [M-H]- (calc for C15sH004S, 285.02270).

(Z)-2-(2’,4’-Dihydroxybenzylidene)-6-hydroxybenzo/bJthiophen-3(2H)-one (86).
The cru- de product was prepared according to the general procedure O starting from (Z)-
2-(2’,4’-dimethoxybenzylidene)-6-methoxybenzo[b]thiophen-3(2H)-one (348 mg, 1.1
mmol), which was purified by column chromatography on silica gel (eluent CH2Cl./MeOH
95:5) to afford 86 as a dark red solid (11%). C15sH1004S. 1TH NMR (400 MHz, Methanol-d4)

§8.34 (s, 1H, =CH), 7.73 (d, 1H, ] = 8.5 Hz, H4), 7.56 (d, 1H, ] = 8.6 Hz, H¢), 6.92 (d, 1H, ] =
247



Chapitre VI : Partie expérimentale

2.1 Hz, H7), 6.74 (dd, 1H, ] = 8.5, 2.1 Hz, Hs), 6.43 (dd, 1H, ] = 8.6, 2.4 Hz, Hs'), 6.37 (d, 1H,
J=2.4Hz,H3).13CNMR (101 MHz, Methanol-d4) 6 189.0, 165.9,163.1, 161.6, 150.6, 132.4,
130.0, 129.4, 127.1, 124.6, 115.4, 115.0, 110.5, 109.1, 103.5. HRMS 287.03687 m/z
[M+H]* (calc for C1sH1104S, 287.03726).

(Z)-2-(2’,4’-dihydroxybenzylidene)-5-hydroxybenzo[b]thiophen-3(2H)-one (87).
The crude product was prepared according to the general procedure O starting from (Z)-
2-(2’,4’-dimethoxybenzylidene)-5-methoxybenzo[b]thiophen-3(2H)-one (293 mg, 0.89
mmol) which was purified by column chromatography on silica gel (eluent CH2Cl2/MeOH
96:4) to afford 87 as a pure dark orange solid (10%). C1sH1004S. TH NMR (400 MHz,
Methanol-d4) 6 8.41 (s, 1H, =CH), 7.58 (d, 1H, J = 8.5 Hz, H¢), 7.40 (dd, 1H, ] = 8.5, 0.5 Hz,
H7), 7.25 (dd, 1H, ] = 2.6, 0.5 Hz, H4), 7.12 (dd, 1H, ] = 8.5, 2.6 Hz, He), 6.44 (dd, 1H,] = 8.5,
2.6 Hz, Hs’), 6.37 (d, 1H, ] = 2.6 Hz, H3).13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) 6 190.5, 163.6,
162.1, 157.4, 137.8, 133.6, 132.7, 131.3, 127.6, 125.9, 125.2, 115.2, 112.6, 109.4, 103.6.
HRMS 285.02229 m/z [M-H]- (calc for CisH1904S, 285.02270).

(2)-2-(2’,4’-dihydroxybenzylidene)-3-0x0-2,3-dihydrobenzo[b]thiophene-7-carbo-
xylic acid (88). The crude product was prepared according to the general procedure O
starting from (3-amino-7-methoxybenzofuran-2-yl)(2’,4’-dimethoxyphenyl)methanone
(342 mg, 0.27 mmol). The crude product was purified by column chromatography on
silica gel (eluent CH2Clz/MeOH 80:10) and washed with acetone to afford 88 as a pure
yellow solid (72%). C16H1005S. 1H NMR (400 MHz, Methanol-ds) § 8.44 (s, 1H, =CH), 8.31
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(dd, 1H, ] = 7.6, 1.3 Hz, Hs), 8.02 (dd, 1H, ] = 7.6, 1.3 Hz, H4), 7.76 (d, 1H, ] = 8.7 Hz, He),
7.43 (m, 1H, Hs), 6.46 (dd, 1H, ] = 8.7, 2.4 Hz, Hs), 6.39 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, H3).13C NMR
(126 MHz, Methanol-ds) § 190.4, 170.6, 163.7, 162.2, 149.4, 137.6 (2C) 133.9, 133.0,
131.9, 130.3, 128.3, 126.1, 115.2, 109.3, 103.5. HRMS 313.01744 m/z [M-H]- (calc for
C16H90sS, 313.01762).

(E)-3-(2,4-Dihydroxyphenyl)-1-(2’-hydroxyphenyl)prop-2-enone (89). The crude
product was prepared according to the general procedure O starting from (E)-3-(2’,4’-
dimethoxyphenyl)-1-(2’-hydroxyphenyl)prop-2-enone (210 mg, 0.74), which was
purified by column chromatography on silica gel (eluent CH2Clz/MeOH 99:1) to afford 89
as a pure yellow solid (39%). C1sH1204. 1TH NMR (400 MHz, Methanol-d4) é 8.18 (d, 1H, J
=15.4 Hz, Hp), 8.04 (dd, 1H,/=8.1, 1.7 Hz, He'), 7.81 (d, 1H, J = 15.4 Hz, Ha), 7.55 (d, 1H, J
= 8.4 Hz, He), 7.48 (ddd, 1H, ] = 8.6, 7.2, 1.7 Hz, H#), 7.00 - 6.91 (m, 2H, H3,H>"), 6.38 (dd,
1H, / = 8.4, 2.3 Hz, Hs), 6.36 (d, 1H, J = 2.3 Hz, H3). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) 6
196.0, 164.4, 163.3, 161.2, 143.7, 136.8, 132.8, 131.0, 121.7, 120.0, 119.0, 117.3, 115.5,
109.3,103.6. HRMS 255.0657 m/z [M-H]- (calc for C1sH1104, 255.0652).

2-(2’,4’-Dihydroxyphenyl)-4H-chromen-4-one (90). The crude product was prepared
according to the general procedure O starting from 2-(2,4-dimethoxyphenyl)-4H-
chromen-4-one (128 mg, 0.45 mmol), and was washed three times with water and was
purified by column chromatography on silica gel (eluent CH2Clz/MeOH 98:2) to afford 90
as a pure yellow solid (25%). C1sH1004.TH NMR (400 MHz, Methanol-d4) 6 8.11 (dd, 1H, J
=8.0, 1.6 Hz, Hs), 7.86 (d, 1H, /= 8.8 Hz, He’), 7.77 (m, 1H, H7), 7.66 (dd, 1H, J = 8.5, 1.1 Hz,
Hs), 7.45 (m, 1H, He), 7.35 (s, 1H, H3), 6.48 (dd, 1H, /= 2.3 Hz, Hs'), 6.44 (d, 1H, / = 2.3 Hz,
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H3).13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) 6 181.5, 164.8, 163.7, 160.8, 158.1, 135.5, 131.5,
126.5,126.3,124.6,119.5,111.2, 110.5, 109.5, 104.5. HRMS 255.0649 m/z [M+H]* (calc
for C1sH1004, 255.0652)

4-((7-hydroxybenzofuran-2-yl)methyl)benzene-1,3-diol (91). The crude product
was prepared according to the general procedure O starting from 2-(2'4’-
dimethoxybenzyl)-7-methoxybenzofuran (441 mg, 1.48 mmol). The crude product was
purified by column chromatography on silica gel (eluent CH2Clz/MeOH 97:3) to afford 91
as a pale yellow oil (38%). C15sH1204. 1TH NMR (400 MHz, Methanol-ds) 6 6.95 - 6.90 (m,
3H, He,H4,He), 6.64 (dd, 1H,J = 7.1, 1.8 Hz, Hs), 6.38 (d, 1H, J = 2.5 Hz, H3'), 6.29 (dd, 1H, J
= 8.2, 2.5 Hz, Hs'), 6.24 (s, 1H, H3), 3.98 (s, 2H, CH2). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) 6
159.9, 158.2, 157.1, 144.7, 142.9, 132.2, 132.0, 124.1, 116.4, 112.6, 110.6, 107.7, 104.0,
103.5, 29.0. HRMS 257.08068 m/z [M+H]* (calc for C1sH1304, 257.08084).

(3-amino-7-hydroxybenzofuran-2-yl)(2’,4’-dihydroxyphenyl)methanone (93). The
crude product was prepared according to the general procedure O starting from (3-
amino-7-methoxybenzofuran-2-yl)(2’,4’-dimethoxyphenyl)methanone (101 mg, 0.31
mmol). The crude product was purified by column chromatography on silica gel (eluent
CH2Cl2/MeOH 97:3) and washed with acetone to afford 93 as a pure yellow solid (72%).
C15H11NOs. 1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) 6 8.76 (d, 1H, J = 9.0 Hz, He’), 7.32 (dd, 1H, J
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= 7.9, 1.1 Hz, H4), 7.08 (m, 1H, Hs), 6.96 (dd, 1H, ] = 7.8, 1.1 Hz, Hs), 6.45 (dd, 1H, ] = 9.0,
2.5 Hz, Hs), 6.29 (d, 1H, J = 2.5 Hz, Hz). 13C NMR (126 MHz, Methanol-d4) § 184.4, 167.1,
164.8, 146.4, 145.6, 144.4, 134.8, 134.5, 124.2, 123.8, 116.6, 113.5, 112.8, 108.7, 103.8.
HRMS 284.05645 m/z [M-H]- (calc for C1sH11NOs, 284.05645).

(2’,4’-dihydroxyphenyl) (7-hydroxy-3-methylbenzofuran-2-yl)methanone (94). The
crude product was prepared according to the general procedure O starting from (2’,4’-
dimethoxyphenyl)(7-methoxy-3-methylbenzofuran-2-yl)methanone (60 mg, 0.18 mmol).
The crude product was purified by column chromatography on silica gel (eluent
CH2Cl2/MeOH 100:1) and washed with acetone to afford 94 as a pure yellow solid (59%).
C16H120s. TH NMR (400 MHz, Methanol-d4) § 8.46 (d, 1H, /= 9.0 Hz, He), 7.17 (dd, 1H, ] =
7.9, 1.4 Hz, H4), 7.16 - 7.11 (m, 1H, Hs), 6.92 (dd, /] = 7.4, 1.4 Hz, 1H, He), 6.45 (dd, 1H, ] =
9.0, 2.4 Hz, Hs), 6.33 (d, 1H, ] = 2.4 Hz, Hz), 2.56 (s, 3H, CH3(3)). 13C NMR (101 MHz,
Methanol-d4) 6 188.0, 168.0, 166.5, 149.2, 144.9, 144.3, 136.2, 132.1, 128.3, 125.4, 114.7,
114.06, 112.9, 109.4, 103.8, 10.5. HRMS 283.06121 m/z [M-H]- (calc for CicH110s,
283.06120).

(Z)-2-(4’-Fluorobenzylidene)-7-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (104). The crude
product was prepared according to the general procedure O starting from (Z)-2-(4’-
fluorobenzylidene)-7-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (102 mg, 0.37 mmol), which was
recrystallized from acetonitrile to afford 104 as a pure yellow solid (8%). C1sH9FO3. 1H
NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.14 (m, 2H, He,H2’), 7.38 (m, 2H, Hs,Hz"), 7.26 (dd, 1H, ] =
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7.8, 1.3 Hz, H4), 7.22 (dd, 1H, J = 7.6, 1.3 Hz, Hs), 7.13 (t, 1H, ] = 7.8 Hz, Hs), 6.98 (s, 1H,
=CH). 13C NMR (101 MHz, DMSO-de) & 184.1, 164.0, 161.6, 154.2, 146.1, 145.0 (d, ] = 254
Hz), 143.5, 133.9 (d, ] = 8.5 Hz), 128.7, 124.6, 123.6, 122.4, 116.2 (d, ] = 21.8 Hz), 113.9,
111.1 HRMS 255.04607 m/z [M-H]- (calc for C1sHsFO3, 255.04630).

4-(Dimethylamino)-2-hydroxyacetophenone (145). The crude product was prepared
according to the general procedure O starting from 4-(dimethylamino)-2-
methoxyacetophenone 144 (321 mg, 1.66 mmol) to afford 145 as a pure white solid
(90%). C10H13NO2. tH NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.27 (dd, 1H, J = 8.2, 1.4 Hz, H3),
6.99 (dd, 1H, J = 8.0, 1.4 Hz, Hs), 6.78 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Hs), 3.83 (s, 6H, -NMe2), 2.57 (s,
3H, CH3(2)). 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) 6 205.1, 152.9, 149.0, 122.0, 119.8, 118.4,
117.1,56.3,27.1,27.1. HRMS 180.10162 m/z [M+H]* (calc for C10H14NO2, 180.10191).

SYNTHESIS OF N-FONCTIONALIZED AZA-AURONES AND
DEPROTECTION OF METHOXY ANALOGUES

(Z/E) 2-(2’,4’-dihydroxybenzylidene)-1-methylindolin-3-one (78). The crude
product was prepared according to general procedure P starting from (Z)-2-(2’,4’-
dimethoxybenzylidene)-1-methylindolin-3-one. The crude product was purified by HPLC

in reverse phase (eluent Water/MeOH 50:50) to afford 78 as a pure red solid (6%).
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C16H13NO3s. 1H NMR (400 MHz, Methanol-ds) § 8.64 - 8.56 (m, 0.3H), 7.80 - 7.74 (m, 0.7H),
7.74 - 7.66 (m, 1H), 7.65 - 7.58 (m, 0.3H), 7.35 - 7.23 (m, 2H), 7.19 - 7.12 (m, 0.6H), 7.12
- 7.06 (m, 0.7H), 6.58 - 6.52 (m, 0.7H), 6.51 - 6.44 (m, 1.3H), 3.54 - 3.41 (m, 3H). 13C
NMR (126 MHz, Methanol-ds) § 210.1, 185.6, 162.1, 161.4, 159.8, 159.6, 158.5, 153.7,
138.7, 137.5, 137.0, 134.2, 133.7, 125.0, 123.1, 122.7, 122.1, 121.2, 121.0, 119.2, 117.3,
115.1,113.8,113.4,112.3,110.1, 108.4, 108.0, 103.3, 103.2, 34.8, 29.3. HRMS 266.08218
m/z [M-H]- (calc for C16H12NO3, 266.08227).

(Z/E) 2-(2',4’-dihydroxybenzylidene)-1-propylindolin-3-one (79). The crude
product was prepared according to general procedure P starting from (Z)-2-(2’,4’-
dimethoxybenzylidene)-1-propylindolin-3-one. The crude product was purified by HPLC
in reverse phase (eluent Water/MeOH 50:50) to afford 79 as a pure dark red solid (9%).
C1sH17NO3. 1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) § 8.46 (m, 0.4H), 7.67 - 7.61 (m, 0.7H), 7.61
-7.43 (m, 1.4H), 7.22 - 7.09 (m, 2H), 7.09 - 7.01 (m, 0.8H), 6.93 (t,/ = 7.4 Hz, 0.7H), 6.84
- 6.78 (m, 0.4H), 6.43 - 6.31 (m, 2H), 3.85 (t, 0.8H), 3.74 (t, 1.2H), 1.77 (sept, ] = 7.4 Hz,
0.8H), 1.29 (sept, 1.2H, /= 7.4 Hz), 0.98 (q, 1.2H, ] = 8.5, 7.9 Hz,), 0.56 (t, 1.8H, ] = 7.4 Hz).
13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) 6 193.6, 185.9, 162.2,161.3, 159.6, 157.7, 137.4, 137.0,
133.8,133.7,131.7, 131.6, 125.9, 125.32, 125.1, 124.2, 123.4, 122.6, 121.1, 120.9, 119.2,
117.6,114.0,113.8,112.72,112.26,108.1, 108.0, 103.5, 103.4, 47.3, 46.0, 24.7, 24.3, 11.7,
11.4. HRMS 294.11297 m/z [M-H]- (calc for C1sH16NO3, 294.11247).
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DIRECT SYNTHESIS OF INDAZOLE VIA DAVIS-BEIRUT REACTION

2-(2’,4’-dimethoxybenzyl)-1,2-dihydro-3H-indazol-3-one (76). To a solution of 2-
nitrobenzyl bromide (1.00 g 475 mmol) in methanol (15 mL), 24-
dimethoxybenzylamine (2.00 g, 9.5 mmol) and DIPEA (2.45 g, 19 mmol) were added
dropwise and the mixture was stirred overnight. After completion of the reaction, water
(8 mL) and potassium hydroxide (1 g, 19 mmol) were added and the mixture was heated
at 60 2C for 24 h. When the starting material had been consumed and monitored by TLC,
50 mL of water was added and the methanol was removed under reduced pressure. The
aqueous layer was then extracted several times with DCM. The combined organic layers
were dried over magnesium sulfate, filtered and the filtrate was concentrated under
reduced pressure. The crude intermediate 2-(2,4-dimethoxybenzyl)-3-methoxy-
2,3,3a,7a-tetrahydro-1H-indazole obtained as a brown oil was used without further
purification. To a solution of the intermediate 2-(2,4-dimethoxybenzyl)-3-methoxy-
2,3,3a,7a-tetrahydro-1H-indazole in anhydrous CH2Cl2 (10 mL), was added pure boron
tribromide (10 eq) at 0 °C. The solution was stirred at room temperature until TLC
showed complete disappearance of the starting material (2 to 4 days). Cold water was
then added and the suspension was extracted three times with EtOAc, washed with water
and brine. The combined organic layers were dried over magnesium sulfate, filtered off
and the filtrate was concentrated under reduced pressure to afford 76 as pure white solid
(11%). C14H12N203. 1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) § 7.76 (dd, 1H, J = 8.0, 1.2 Hz, Ha),
7.51 (ddd, 1H, ] = 8.4, 7.0, 1.2 Hz, He), 7.24 (dd, 1H, ] = 8.4, 0.9 Hz, H7), 7.15 (ddd, 1H, ] =
8.0,7.0,0.9 Hz, Hs), 6.97 (d, 1H, J = 8.3 Hz, H¢), 6.33 (d, 1H, J = 2.4 Hz, H3), 6.26 (dd, 1H, ]
=8.3,2.4 Hz, Hs), 5.02 (s, 2H, CH2).13CNMR (101 MHz, Methanol-d4) § 162.5,159.9,157.9,
146.9, 1329, 131.9, 1239, 122.5, 117.7, 114.4, 113.0, 107.9, 103.9, 44.0. HRMS
257.09145 m/z [M+H]* (calc for C14H1303N2, 257.09207).
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Inhibiteurs Tampon MeOH AcOEt CH:CI;

Aabs Aem Aabs Aem Aabs Aem Aabs Aem
53 425 517 420 502 420 480 425 490
56 415 501 410 494 400 455 405 462
59 440 - 430 493 425 464 430 485
60 410 507 410 496 405 461 410 468
66 415 506 415 493 400 454 405 463
119 425 502 390 499 405 451 405 465
72 390 502 390 486 375 424 385 437
73 390 451 390 442 375 424 385 435
81 390 491 385 482 365 409 375 435
82 490 561 450 520 465 579 460 578
83 385 478 385 471 380 429 385 435
80 470 558 460 559 455 491 460 510
84 390 451 465 538 450 492 455 507
86 435 527 440 521 435 465 440 487

Tableau 12 : Différence des Aabs et Aem dans les différents solvants (en jaune les déplacements de Stokes les
plus élevés)

Aurones

CH2Cl2 Tampon

250 350 450 550

53 56 59 53 56 59
119 - - =60 66 119 - - =60 66

Graphique 15 : Différences d’absorbance des composés dans le dichlorométhane et le tampon Tris
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Indanones
CHZCIZ Ta m pon
2 2
1,5 1,5

i

300 350 400 450 500 550
72 81 83 72 81 83
73 = - -82 73 - --8

Graphique 16 : Différences d’absorbance des composés dans le dichlorométhane et le tampon Tris

HTIs & HI

CH2Cl2 Tampon
2 2
1,5 1,5

0,5 N

390 440 490 540 390 440 490 540 590
——80 ——86 84 ——80 ——86 84

Graphique 17 : Différences d’absorbance des composés dans le dichlorométhane et le tampon Tris
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New selective hemiindigoids targeting human tyrosinase: detection and suppression of melanogenesis

Abstract:

Skin is the first defense system against environmental aggressions. Precisely, melanins are skin pigments involved
in the protection against UV radiations and free radicals. However, their overexpression leads to both skin disorders
and melanoma multiresistance issues against all traditional anti-cancer therapies.

Inhibiting the human tyrosinase enzyme (hsTY) constitutes the simplest and most classical strategy to reduce the
production of melanin, but the state of the art regarding dedicated inhibitors of isolated hsTY is only atits beginning.
Therefore, in this work we investigate the effect of aurone derivatives on human tyrosinase, starting from a parent
compound : 2-hydroxypyridine-N-oxide embedded 6-hydroxyaurone (aurone - HOPNO) previously identified (Ki =
0.35 uM) that suffered from solubility and cell penetration issues. The identification of 4-butylresorcinol and
thiamidol as powerful hAsTY inhibitors inspired us for the development of a series of compounds with a resorcinol
moiety B (orange) ring which is expected to chelate the dicopper center at the active site. Modifications on C (yellow)
and A (blue) rings were made concomitantly to reach specific hsTY residues located further from the coppers,
ensuring high selectivity profiles. The synthesized hemiindigoid compounds were assessed to evaluate their ability
to inhibit melanin production from melanoma cells MNT-1. So far, it seems that polyphenolic substitutions on the A
(blue) ring promotes interactions with key residues, thus improving activities. Overall, the study endorses the use
of the hemiindigoid scaffolds for the development of new potent and selective inhibitors of tyrosinase.
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Nouveaux hémiindigoides sélectifs ciblant la tyrosinase humaine : détection et suppression de la
mélanogenese

Résumé : :
La peau est la premiere barriére de défense contre les agressions environnementales. En effet, la mélanine, un
pigment cutané, est responsable de cette protection contre les rayons UV et les radicaux libres. Cependant, sa
surexpression entraine a la fois des troubles cutanés et des problémes de multirésistance du mélanome contre
toutes les thérapies anticancéreuses traditionnelles.

L'inhibition de la tyrosinase humaine (hsTY) constitue la stratégie la plus simple et la plus classique pour réduire la
production de mélanine, mais I'état de l'art concernant le développement d’'inhibiteurs de hsTY n'en est qu'a ses
débuts. Par conséquent, dans cette étude, nous étudions I'effet de dérivés aurones sur la tyrosinase humaine, a partir
d’'un composé parent : le 2-hydroxypyridine-N-oxide-6-hydroxyaurone (aurone - HOPNO) précédemment identifié
(Ki = 0,35 uM) qui souffre cependant de problemes de solubilité et de pénétration cellulaire. L'identification du 4-
butylrésorcinol et du thiamidol en tant qu'inhibiteurs puissants de hsTY nous a inspiré pour le développement d'une
série de composés avec un groupement résorcinol (cycle orange), capable de chélater le centre a cuivre du site actif.
Des modifications sur les cycles C (jaune) et B (bleu) ont été effectuées simultanément pour interagir avec des
résidus hsTY spécifiques éloignés du centre a cuivre, assurant une sélectivité élevée. Les composés synthétisés ont
été évalués pour déterminer leur capacité a inhiber la production de mélanine a partir de cellules de mélanome
MNT-1. Jusqu'a présent, il semble que les substitutions polyphénoliques sur le cycle A (bleu) favorisent les
interactions avec des résidus clés, améliorant ainsi l'activité. Dans 1'ensemble, cette étude montre l'intérét de
'utilisation de squelettes de type hémiindigoide pour le développement de nouveaux inhibiteurs plus actifs et
sélectifs de la tyrosinase.



