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Tableau des abréviations

B¢ Bcarbone

BrDG BFluorodéoxyglucose

9 Fluor

'H 'Proton

'H-MRS Signal de résonance magnétique du proton

AChE Acétylcholinestérase

ASCT Alanine serine cysteine transporter

ApcT Amino acid polyamine organo-cation transporter
ACPA Amino-3-carboxy-5-methylisoxazole propionic acid
ACHD 1-Aminocyclohexane-1,3-dicarboxylic acid

ACPD 1-Aminocyclopentane-1,3-dicarboxylic acid

AcOH Acide acétique

AMPA Acide a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionique
AMPc Adénosine monophosphate cyclique

APP Protéine précurseur du peptide amyloide

Arg Arginine

ARNmM Acide ribonucléique messager

ASCT Transporteur d’acides aminés neutres sodium-dépendant
ATP Adénosine tripohosphate

BHE Barriére hémato-encéphalique

BNPI Transporteur spécifique Na'-dépendant de phosphate inorganique du cerveau
BT Bleu Trypan

CA Corne d’Ammon

CEso Concentration excitatrice a 50 %

Cellules PC12  Lignée cellulaire d’'un phéochromocytome du médullosurrénale de rat
Clsg Concentration inhibitrice a 50 %

CLC Canal chlorure

CLHP Chromatographie liquide haute performance

D-ASP D-aspartate

DIDS Acide 4,4’-diisothiocyanatostilbene-2,2’-disulfonique
DLT Dépolarisation a long terme

DCM Dichlorométhane

DMF N,N-Diméthylformamide

DMSO Diméthylsulfoxide

EAAC Transporteur d'acides aminés excitateurs

EAAT Transporteur d'acides aminés excitateurs

ESI Electrospray

EtOH Ethanol

F Constante de Faraday

GABA Acide gammaaminobutyrique

GDH Glutamate déshydrogénase

GLAST Transporteur glutamate-aspartate

Gln Glutamine
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Glu
GMS
GS

HAT
His
HMBC
HMQC

iGluRs

KA
Km

L-ASP
LAT
LSP

NAPCA
NEIH
NPT
NMDA

mGluRs

SNC
SLA

PET
PIP2

RB
RSA
ROS

SLC
SNAT
SSZ

SxC-

TBAB
TFMIH

VGLUT

VMAT
VNUT

Glutamate
Glutamate monosodique
Glutamine synthétase

Heteromeric amino acid transporter family

Histidine

Heteronuclear multiple-bond correlation spectroscopy
Heteronuclear Single Quantum Coherence

lonotropic glutamate receptors

Kainate
Constante de Mickaélis

L-aspartate
Large-neutral amino acid transporter

Laboratoire des Saints Péeres

S-2-Naphthyl-ethyl-ACPA

5-Naphthylethyl isoxazole-4-(2,4-dinitrophenol)hydrazonedinitrophenol
Transporteur de phosphate inorganique Na*-dépendant = transporteurs Na*/Pi
N-Methyl-D-aspartate

Metabotropic glutamate receptors

Systéme nerveux central
Sclérose latérale amyotrophique

Tomoscintigraphie par émission de positrons
Phosphatidyle-inositol-2-phosphate

Rose Bengale
Relation structure-activité

Reactive oxygen species

Solute carrier
Sodium-coupled neutral amino acid transporter

Sulphasalazine, aka 6-ox0-3-(2-[4-(N-pyridin-2-
ylsulphamoyl)phenyl]diazenyl)cyclohexa-1,4-dienecarboxylic acid
System xC-

Tétrabutylammonium bromide

bis-Trifluoromethylphenyl-isoxazole-4-hydrazone

Vesicular transporter of glutamate

Vesicular monoamine transporter
The vesicular nucleotide transporter
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A. Le glutamate

I. Découverte

Au début du XX°® siécle, le professeur de chimie de 'université impériale de Tokyo Kikunae
Ikeda, trés grand amateur de bonite s’était rendu compte que le golt de la soupe katsuobushi n’était
pas encore scientifiquement décrit. |l entreprit alors une vaste étude et découvre en 1908 que la
molécule chimique a la base du go(t si particulier du bouillon était le glutamate. Plus précisément, il
s’agit d’un sel de I'acide glutamique, acide aminé omniprésent dans la nature. Il étudia les propriétés
gustatives du glutamate et trouva une forme trés savoureuse facilement cristallisable *, le sel de
sodium de I'acide glutamique (le glutamate monosodique ou GMS, E621). Il nomma le go(t umani et
commercialisa le produit en 1909 avec les fréres Suzuki sous I'appellation AJI-NO-MOTO® (qui veut
dire essence du godt). La production se faisait & partir de I'algue marine Kombu entre 1909-1962 °.
Depuis les techniques de production ont évolué et actuellement la production annuelle atteint les 2

millions de tonnes.

Kikunae lkeda Cristauxde GMS = E621

-

Figure 1: Professeur Kikunae lkeda, algue marine Kombu, Glu-Na cristallisé, 1908.

De nos jours, la production se fait par fermentation bactérienne a partir de sucre et
d’ammoniac en présence de bactéries spécifiques (Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium
lactofermentum, Brevibacterium flavum) qui consomment le sucre et rejettent le glutamate comme

2a,

déchet du métabolisme * °. Le produit (le glutamate) est utilisé comme additif alimentaire ou
rehausseur de got notamment dans la cuisine asiatique qui consomme, a elle seule, prés de 80% de
la production mondiale. En dehors de son importance en tant que additif alimentaire, le glutamate
est surtout I'un des 20 acides aminés naturels protéinogéniques. Son implication en neuroscience est

importante. Il constitue en effet, le principal neurotransmetteur excitateur du systeme nerveux
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central (concentration cytoplasmique = 1 - 10 mM). Il est donc impliqué dans divers maladies
neurodégénératives telles que les maladies d'Alzheimer, de Parkinson, de Huntington, la sclérose en

plague ou la sclérose latérale amyotrophique (SLA) *.

Il. Structure du composé

L’acide L-glutamique (Glu) fait parti des 20 acides aminés naturels présents dans I'organisme.
C’est un a-amino-acide qui présente deux fonctions acides carboxyliques. La fonction amine NH, et le
groupement COOH du motif a-amino-acide ont des pKa respectifs de 9.47 et 2.10 ; le groupement
COOH distal possede un pKa = 4.07. A pH physiologique (7.4), la molécule une charge globale
négative (pHi = 3.22).

NH;
OW\’&O
@ )
Na@ (6] (0}

Schéma 1: Structure du L-glutamate de sodium.

Les propriétés physico-chimiques du glutamate ne permettent pas une diffusion facile a
travers les membranes cellulaires et notamment la barriere hématoencéphalique (BHE) dans le
systéme nerveux centrale (SNC) ol il constitue pourtant le principale neurotransmetteur excitateur °.
Sa translocation dans les cellules, ou les compartiments, consomme de I'énergie. Elle se fait au
travers de transporteurs membranaires spécialisés comme les transporteurs plasmiques du
glutamate (transporteurs d’acides aminés excitateurs (EAATs), les échangeurs cystéines/glutamate
(systeme Xc-)), les transporteurs vésiculaires du glutamate (VGLUTSs). Le transport peut également se
faire suivant un systéme assez sophistiqué nécessitant la conversion en glutamine via le cycle
glutamate-glutamine. La glutamine sera ensuite transportée dans la cellule par l'intermédiaire de
transporteurs plasmiques (transporteur d’alanine de serine et de cystéine (ASCT), transporteur
d’acides aminés neutres dépendant du sodium (SNAT), transporteur d’acide aminé neutre a chaine

longue (LAT), etc.) puis, in fine, transformé en glutamate, in situ, a I'intérieur de la cellule.

lll. Biosynthése du glutamate

En tant qu’acide aminé non essentiel, le glutamate est synthétisé dans I'organisme. La
biosynthese dans l'organisme peut se faire par différentes voies. Nous pouvons citer les deux

principales : la voie métabolique issue de I'a-cétoglutarate, et le cycle glutamate-glutamine.
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@ D

0 GDH ou GOT NH; PAG NHa
& )]\A © 9 /'\/\ © & )\/\
00C c00 ————> ooc coo C——"— Goc CONH,
2-Oxoglutarate L-Glutamate L-Glutamine

GDH = Glutamate déshydrogénase
GOT = Glutamate oxaloacétate transférase
PAG = Gutaminase phospho-activable

Schéma 2: Voies principales de biosynthése du glutamate dans I'organisme.

A partir du 2-Oxoglutarate

La formation du glutamate peut donc étre effectuée a partir du 2-Oxoglutarate. Ce substrat
est un métabolite important produit par réaction catabolique du glucose au cours du cycle des acides
tricarboxyliques dans les mitochondries. Cette réaction est une condensation d’ion ammonium sur la
fonction cétone du carbone 2 de [l'a-cétoglutarate. Elle est catalysée par le glutamate
déshydrogénase (GDH) qui assure la formation du motif a-amino-acide a la fin de la réaction.

L’enzyme est essentiellement présent dans les mitochondries.

@
NH, + NADH H,O + NAD*
®
o) / NH,
© © © ©
ooc)vcoo oo > ooc/v\ﬂcoo
2-Oxoglutarate GDH = Glutamate déshydrogénase L-Glutamate

Schéma 3: Biosynthese du glutamate par la GDH a partir de a-cétoglutarate.

La biosynthese du glutamate a partir de la 2-oxoglutarate peut également se faire a partir du
glutamate oxaloacétate transaminase (GOT). Cette enzyme est présente dans le cytoplasme et les
mitochondries des cellules hépatiques, rénales, dans les cellules du cerveau, les tissus musculaires du
myocarde ainsi que les cellules pulmonaires. Elle est tres importante dans le métabolisme des acides

aminés. Dans le cerveau, I'enzyme catalyse la formation du glutamate a partir de I'a-cétoglutarate et

|'aspartate.
ﬁH H,O
+ +
® 4 + NADH 2 NAD ®
NH3 o [e) /4 NH3 (@) o
o © © 9 =) COo0
OOC/'\/COO ¢ 9o )vcoo . ooc/'\ﬂcoo- + Soc
GOT
L-Aspartate 2-Oxoglutarate  (Glutamate Oxaloacétate Transférase) L-Glutamate Oxaloacétate

Schéma 4: Biosynthese du glutamate par la GOT a partir de la L-aspartate.

Cycle Glutamate/Glutamine

Il existe une autre voie métabolique dans le cerveau. En effet, la glutamine peut étre
transformée en glutamate lors d’un cycle biochimique appelé cycle glutamate-glutamine. La

transformation biochimique est une désamination initié par la glutaminase phospho-activable (PAG),
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enzyme essentiellement présente dans la membrane interne mitochondriale. Cette voie est
primordiale dans le cerveau, notamment au niveau des neurones glutamatergique et gabaergique.

Elle garantit le renouvellement du stock de neurotransmetteur (glutamate, GABA).

@

@ H,O NH,4 ®
NH, NH3 o
© NH / S}
ooc/k/ﬁ( 2 >  00C °
(0] PAG O
L-Glutamine (Glutaminase Phospho-activable) L-Glutamate

Schéma 5: Biosynthese du glutamate par la PAG a partir de la glutamine.

La régulation de la biosynthése est assurée par des enzymes hautement spécialisées (GDH,
GOT et PAG). Dans le cerveau, ou le glutamate représente le principal neurotransmetteur
excitateurs, le maintien du stock est essentiellement contrélé par la glutaminase phospho-activable
(PAG). Cette enzyme initie le cycle glutamate-glutamine. En synergie avec les transporteurs d’acides

aminés excitateurs (EAATSs), elle contréle finement la quantité de glutamate extracellulaire.

IV. Quelques fonctions biochimiques du glutamate

Le glutamate joue un rble ubiquitaire tres important dans le maintien des fonctions
biologiques cellulaires. En effet, il intervient dans divers fonctions métaboliques et de
communications. En particulier, son implication dans la biogenése des protéines, le transport de
I'ammoniac, le maintien du pH sanguin, la production d’énergie, la neurotransmission, a été
clairement établie.

Les biomolécules contenant les groupements amines, et notamment les acides aminés,
subissent des oxydations permanentes dans I'organisme. La désamination oxydative d’un acide
aminé conduit a la formation d’ammoniac toxique pour I'organisme, par conséquent, il est couplé au
glutamate via le cycle glutamate-glutamine. La glutamine assure le transport de I'ammoniac.
L'ammoniac est ensuite éliminé sous forme de chlorure d’ammonium au niveau du rein
(ammoniogenése) ou transformé en urée au niveau du foie (uréogenése hépatique) °.

La dégradation oxydative du glutamate conduit a la formation de la 2-oxoglutarate,
transformée ensuite en oxaloacétate. Cette voie de dégradation du glutamate est a la fois impliquée
dans la production d’énergie via le cycle de Krebs mais également dans la gluconéogeneése. Elle
produirait environ 25% du stock de glucose dans I'organisme ’.

Le glutamate possede d’autres fonctions biochimiques et notamment la stimulation des

cellules B de Langeerhans (production d’insuline) 2, la prolifération des lymphocytes T , la
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différenciation des lymphocytes B, la phagocytose des macrophages °, la formation de glutathion,

etc. .

Enfin, le glutamate joue un réle capital dans la neurotransmission. En effet, il représente le
principal neurotransmetteur excitateur du systéme nerveux central utilisé par environ 40% des
neurones dans l'organisme. |l est également le précurseur de I'acide y-amino-butyrique (GABA),

neurotransmetteur inhibiteur important du systéme nerveux central.

Ammoniogénése rénale
(pH saguin, transport et
detoxification de NH3)

Gluthation
(protection

contre les ROS) Synthéese de nucléoside

et de protéine

x H (source d'azote)

Oxaloacétate Ureogenése hépatique

P i : (transport et detoxification
(Gluconeogénése) de NHj;, source d'azote pour les
/ \ reactions biochimiques)

GABA, Glutamate
(neurotranmission)

2-Oxoglutarate
(cycle de Krebs, synthese
d'ATP, d'amino acides)

Monoxyde d'azote
(signalisation, apoptose, protection
contre les microorganismes pathogénes)

Schéma 6: Liste non-exhaustive des fonctions biochimiques du L-glutamate.



B. La neurotransmission glutamatergique

Introduction

La neurotransmission glutamatergique se répartit en différentes étapes successives. L'arrivée
d’un influx nerveux provoque la décharge calcique par ouverture des canaux VOC (Voltage Operated
Channels) suivie de la mobilisation et la fusion des vésicules chargées en neurotransmetteur avec la
membrane présynaptique. Le glutamate est ensuite libéré par quanta dans la fente synaptique ou il
active ses récepteurs post-synaptiques ionotropiques iGIuRs (NMDAR, AMPAR, KaR) et
métabotropiques (mGIuRs1-8) provoquant in fine la réponse post-synaptique adaptée '°. Dans la
fente synaptique, I'intensité du signal est contrélée par les transporteurs plasmiques d’acides aminés
excitateurs (EAATs1-5) qui permettent la recapture du glutamate dans les astrocytes. Le glutamate
est ensuite transformé en glutamine afin d’étre transporté dans les neurones via des transporteurs
spécialisés (ASCTs, SNATs). Une fois reconvertit en glutamate, la reconstitution du stock vésiculaire

est assurée par les transporteurs vésiculaires du glutamate (VGLUT1-3).

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version

Figure 2 : Les étapes de la neurotransmission glutamatergique 11. (a) : remplissage des
vésicules via les VGLUTs; (b) amarrage (amorgage) des vésicules ; (c): fusion des
vésicules ; (d) : rélargage du Glu par les cellules gliales ; (e) : activation des mGluRs post-
synaptiques ; (f) protéines de signalisation ; (g) : activation des AMPA ; (h, i): activation
des NMDA ; (j) : recapture du Glu par les EAATs, (k) : modulation da la quantité de Glu
dans les vésicules par les mGIuRs présynaptiques; Glu: glutamate, GIn: glutamine;
VGLUT : Vesicular GLutamate Transporters; SNARE : Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-
factor Attachment protein REceptor; AMPA : a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole
propionic acid; NMDA : N-methyl-D-aspartate; mGIuR: metabotropic glutamate

receptor; BDNF : Brain-derived neurotropic factor.
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V. Les acteurs clés de la synapse glutamatergique

La neurotransmission glutamatergique, comme toute synapse chimique, nécessite des
protéines clefs impliquées dans le transport et la reconnaissance du neurotransmetteur. Ces
protéines interviennent a différents niveaux. Dans la synapse glutamatergique, on distingue

notamment les iGIuRs, mGIuRs, les EAATSs, les VGLUTSs, etc.

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version

Figure 3: Acteurs clés de la synapse glutamatergique (les récepteurs iGIuRs et mGIuRs,

les transporteurs EAATs et VGLUTS).

Dans les paragraphes suivants, nous allons détailler les réles, les localisations, les propriétés
bioénergétiques, et les pharmacologies des récepteurs et transporteurs impliqués dans la

neurotransmission glutamatergique.
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V.1. Les récepteurs du glutamate

Les récepteurs du glutamate sont des protéines transmembranaires qui peuvent étre pré
et/ou post-synaptiques. En fonction de leurs propriétés structurales, de la modalité de transduction
du signal ou de leurs profils pharmacologiques, ces protéines sont classées en deux grandes
catégories a savoir les récepteurs ionotropiques et métabotropiques. Le schéma ci-dessous
représente I’'ensemble des récepteurs du glutamate avec les différents types, sous-types ainsi que les
voies impliquées dans la transduction du signal (canaux ioniques ou récepteurs couplés aux protéines

G).

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version

Figure 4: Arbre d’homologie et voies de signalisation des récepteurs du glutamate ** : NR
= Sous-unités des récepteurs NMDA ; GluR, KA = sous-unités des récepteurs AMPA ou
Kainate ; Gq, G11, Gi, Go = sont des protéines G ; PLC = Phospholipase C ; AC = Adénylate

Cyclase

V.1.1. Récepteurs ionotropiques

Les récepteurs ionotropiques sont des protéines de type canaux cationiques activés par le
glutamate et perméables aux ions Na*, K* et Ca**. Ils sont répartis en trois groupes : les récepteurs
NMDA (NMDAR, EC50 = 1 uM), les récepteurs AMPA (AMPAR, EC50 = 100 uM) et les récepteurs
Kainates (KaR) . Leur nomenclature fut effectuée en fonction de I'agoniste sélectif préférentiel qui
active le récepteur. Ainsi les NMDAR sont inhibés par la N-méthyl-D-aspartate (NMDA), les AMPAR

par I'a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-isoazol-4-propionate (AMPA), et les KaR par I'ion kainate (Ka).

@®
“NH, O Hﬁ o}
o H 2 o
0 “ "0
© o)
8 9N
NMDA Kainate

Schéma 7: Agonistes des récepteurs ionotropiques du glutamate.
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D’un point de vu structural, ces récepteurs sont formés de quatre sous-unités protéiques,
chaque sous-unité contenant plusieurs variantes. Ces sous-unités s’assemblent au niveau de la
membrane pour former un canal cationique. La liaison du ligand se fait sur la partie C-terminale
extracellulaire de la protéine. L'apposition de la boucle S1 liée au domaine transmembranaire TM1 et
de la boucle S2 liée au domaine transmembranaire TM3 et TM4, forme une poche dans laquelle se
fixera le substrat naturel. La liaison du ligand provoque la fermeture de la poche et «tire» sur les
segments transmembranaires immédiatement liés (TM1, TM3 et TM4) induisant I'ouverture du canal

et I'entrée d’ion Na*, K" et ca®".

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version

Figure 5: Structure schématique des iGluRs. Ils présentent 4 domaines
transmembranaires (TM1, TM2, TM3, TM4). La poche entre les boucles S1 et S2 permet

la fixation du glutamate.

Du point de vue pharmacologique, I'affinité pour le substrat naturel, la cinétique d’activation
et la durée la réponse est variable en fonction du type de récepteur et de la nature des sous-unités
protéiques (variantes d’épissage ou d’édition de la méme sous-unité). Néanmoins dans la
neurotransmission du glutamate nous pouvons répartir les récepteurs iGluRs en deux catégories
selon leur cinétique d’activation: la réponse rapide est assurée par les récepteurs AMPA/Ka et la

réponse plus tardive, par les récepteurs NMDA.

Les récepteurs AMPA et Kainate

a. Récepteurs AMPA(AMPAR)

Ces récepteurs sont des tétrameéres (homo ou hétérotétrameres) formés par I'assemblage de
deux homodimeres. Les 4 sous-unités sont codées par des genes différents (GluA1-4 anciennement
connus sous I'appellation GluR1-4). Les quatre protomeéres forment un canal cationique perméable
notamment aux ions Na* et K* et souvent aux ions Ca’* dépendant de la nature des sous-unités. Les
AMPAR sont généralement localisés au niveau des densités post-synaptiques excitatrices. lls ont une
cinétique d’activation rapide (< a la milliseconde) et représentent les premiers récepteurs activés lors

de la libération du glutamate dans la fente synaptique. L’activation du récepteur provoque une
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dépolarisation rapide du neurone post-synaptique (intégration rapide de I'information) caractérisée
par une entrée massive de cations Na* et K*. La faible affinité de ces transporteurs pour le glutamate
(ECso = 100 pM) permet une intégration rapide de l'information lors de la libération des pulses
relativement rapides (intégration de quanta de glutamate séparé par 10 millisecondes, **).

Du point de vue structurale, la perméabilité aux ions Ca’" est contrdlée par la sous-unité
GIuR2. Les AMPAR contenant la protéine GIuR2 sont imperméables aux ions Ca*" La particularité de
cette sous-unité provient de la transformation d'une glutamine en arginine au niveau de la boucle
transmembranaire TM2 lors de la modification post-transcriptionnelle des ARNm par édition

(désamination d’une adénosine en inosine dans I’ARNm).

,w/:)
Ul

Site d’épissage

S1 S2 D — « flip-flop »

T™M1

NTMZ@

T™M3
T™M4

HOOC

Site d’édition
Q/rR

Figure 6: Domaines protéiques des récepteurs AMPA. Le site Q/R d’édition au niveau de
la boucle TM2 permet la transformation de la glutamine en arginine. Le site d’épissage
au niveau de la boucle S2 permet I'obtention de variantes des sous-unités. La poche

entre la boucle S1 et S2 permet la fixation du glutamate.

Les AMPAR sont distribués dans différents régions du cerveau. Notamment, certaines études
ont montré que, dans I'amygdale et I’hippocampe, les isoformes d’AMPAR riches en GIuR2 étaient
situées au niveau des neurones pyramidaux, tandis que les isoformes ne contenant pas de GIluR2
sont plutot présentes dans les interneurones inhibiteurs. Les AMPAR ont une cinétique d’inactivation
rapide. Une exposition prolongée de ces récepteurs au glutamate provoque une désensibilisation se
traduisant par I'arrét de la dépolarisation au niveau du neurone post-synaptique (désensibilisation au
bout de 10 millisecondes d’exposition). L'arrét de lintégration du potentiel post-synaptique
excitateur permet d’éviter la surexcitation et minimiser d’éventuelles dégats que pourrait provoquer

une forte concentration du glutamate.
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b. Récepteurs Kainate (KaR)

Les récepteurs Kainate présentent beaucoup de similitudes avec les récepteurs AMPA. Ce
sont des canaux ioniques perméables aux ions Na*, K*, et souvent Ca** formés par I'autoassemblage
de 4 sous-unités en oligomeres hétéro- ou homotétramériques. Leur localisation est a la fois pré- et
post-synaptique. Les protomeres sont codés par 5 génes différents conduisant a deux familles de
sous-unité (GluR5-7 et KA1, KA2). La combinaison de KA1l et KA2 ne conduit pas a la formation de
récepteur fonctionnel. Ces sous-unités n’ont pas de variante d’épissage ou d’édition lors de la
maturation de 'ARNm. Les sous-unités GIuR5-7 possédent des variantes d’épissage et d’édition

(perméabilité au Ca®").

Elles peuvent former des combinaisons homologues entres elles ou
hétérologues avec KA1l et KA2. L'activation du récepteur par le glutamate provoque une
dépolarisation grace a I'entrée d’ions Na*, K* et Ca**. La réponse physiologique est une diminution de
la libération du neurotransmetteur suggérant par conséquent un réle modulateur des récepteurs
Kainate. L'importance de ces récepteurs doit cependant étre clairement étudiée pour mieux

comprendre leurs implications physiologiques dans la neurotransmission.

Les récepteurs NMIDA (NMDAR)

Les NMDAR sont des hétérotétraméres formés trés souvent de deux homodimeres localisés
généralement au niveau des synapses excitatrices. Les 4 sous-unités ont une organisation structurelle
proche des AMPAR. On distingue 3 domaines transmembranaires complétés par un quatrieme
partiellement transmembranaire mais néanmoins tres important dans la création du canal ionique.
Les protomeéres impliquées dans la formation des NMDAR sont codés par 7 génes (NR1, NR2A-D,
NR3A, NR3B). La sous-unité NR1 est codée par un seul gene. Elle possede néanmoins une dizaine de
variantes d’épissage. Les sous-unités NR2 sont codées par 4 génes (NR2A-D); NR2A ne posséde pas
de variante d’épissage contrairement aux trois autres sous-unités NR2B-D. Les récepteurs NMDAR
sont généralement formés par I'association de deux sous-unités NR1 et deux sous-unités NR2. Les
autres combinaisons restent rares et sont peu ou pas fonctionnelles. Ainsi, la combinaison
NR1/NR2/NR3 limite fortement la perméabilité aux ions Ca*, tandis que les associations NR1/NR3,
NR2/NR3 ne donnent pas de récepteurs fonctionnels. La liaison du substrat naturel se fait comme
chez les AMPAR dans la poche formée par les boucles S1 et S2. L’activation du récepteur nécessite la
liaison de deux co-agonistes (2 glycines ou 2 D-serines et 2 glutamates) La fixation du glutamate se
fait sur les sous-unités NR2 tandis que la glycine se lie aux sous-unités NR2.

La cinétique d’activation des NMDAR est plus lente que celle des récepteurs AMPA/Ka. Le
canal ionique est bloqué par les ions Mg”" lorsque le neurone post-synaptique est au potentiel de

repos. La levée d’inhibition se faisant a potentiel membranaire positif nécessite un temps de latence
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plus long, responsable de la réponse tardive de ces récepteurs. L'ouverture du canal permet par la

suite une entrée massive d’ion Na*, K" et Ca®* responsable de la réponse physiologique.

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version

Figure 7: Cinétique d’inactivation des récepteurs AMPA et NMDA.

Les NMDAR ont également une cinétique d’inactivation plus lente liée a leur affinité pour le
glutamate (ECsp = 1 upM). L'inactivation tardive de ces récepteurs est responsable de la
potentialisation a long terme impliquée dans la plasticité neuronale nécessaire aux processus

d’apprentissage et de mémorisation.

V.1.2. Récepteurs métabotropiques

Les récepteurs métabotropiques du glutamate (mGIuRs) ont été découverts au début des
années 1980 lorsque Sladeczek et coll. se sont apercus que la traduction du signal glutamatergique
pouvait se faire par de nouveaux récepteurs capables d’activer la phospholipase C . Par la suite, il a
été montré que ces récepteurs sont couplés aux protéines G (RCPG) de la classe C. Ces protéines sont
codées par 8 genes différents avec des variantes d’épissage possibles (mGIuR1-8). Leur nom a été
attribué en fonction de I'ordre de leur découverte, et non de leur homologie de séquence. Elles sont
composées d’'une grande partie extracellulaire N-terminale (500 — 600 résidus), de sept domaines
transmembranaires et d’une partie C-terminale intracellulaire importante dans la régulation de
I"activité de la protéine. La liaison du ligand naturel se fait sur la partie N-terminale extracellulaire au
niveau d’une région dont la séquence est bien conservée au cours de I'évolution (domaine Venus
Flytrap (VFT)). La fixation du ligand au domaine VFT provoque un changement conformationnel dans
les boucles extracellulaires. Ce signal est transmis a l'intérieur de la cellule au travers des sous-unités
transmembranaires heptahélicoidales. Le résultat est un changement conformationnel de la partie C-
terminale intracellulaire provoquant la dissociation de la protéine G hétérotrimérique avec libération

de protéines Gq et Gi/GO0, qui activent les effecteurs secondaires.
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Figure 8: Structure schématique des récepteurs métabotropiques du glutamate.

Selon leur identité de séquence primaire et le mode de la transduction du signal ces
récepteurs sont classés en trois sous-groupes. Les récepteurs ayant 70% d’homologie de

séquence primaire (ou plus) sont regroupés dans la méme catégorie.

Le sous-groupe | regroupe les récepteurs mGIluR1 et mGIuR5. Ces récepteurs ont une grande
affinité pour le glutamate (0.3 uM et 0.8 uM). lls sont situés sur les synapses glutamatergiques et
gabaergiques au niveau des neurones post-synaptiques. Leur localisation est abondante dans le
cerveau, notamment dans |'hippocampe et le cervelet. Ces récepteurs sont couplés a la
phospholipase C (PLC) via la protéine Gqg. La protéine lipophile membranaire PLC induit ensuite
I’hydrolyse du phosphatidylinositol-4,5-bi phosphate (PIP2) en inositol 1, 4,5 triphosphate (IP3) et en
diacyl-glycérol (DAG). Les messagers secondaires IP3 et DAG sont responsables de la transduction du
signal dans la cellule (libération d’ion Ca®*, activation de la calmoduline, activation de la kinase PKC,
etc.) La réponse physiologique est une faible dépolarisation se traduisant par I'augmentation de
I’excitabilité neuronale.

Le sous-groupe |l regroupe les récepteurs mGIuR2 et mGIluR3. Ces récepteurs ont également
une bonne affinité pour le glutamate (0.04 uM et 1.3-4 uM respectivement pour mGIluR3 et mGIuR2).
lls sont préférentiellement localisés sur les axones, les terminaisons axonales des neurones
présynaptiques et les cellules gliales dans les synapses glutamatergiques et gabaergiques. Ces
récepteurs sont couplés négativement a I'adénylate cyclase (AC) via le dimére Gi/GO. L'adénylate
cyclase est une enzyme transmembranaire impliquée dans la formation d’AMP-cyclique (AMPc), un
messager secondaire. L’activation des récepteurs permet linactivation de |'adénylate cyclase
conduisant a la diminution de la production d’AMPc. La réponse physiologique est une
hyperpolarisation conduisant a la modulation de quantité de neurotransmetteur libérée par le
neurone présynaptique.

Le sous-groupe Il regroupe les récepteurs mGluR4, mGIuR6, mGIluR7 et mGIuR8. Ils
possedent une distribution semblable aux récepteurs du sous-groupe Il a I'exception de mGIuR6 qui
se trouve majoritairement dans la rétine. Tout comme le groupe ll, ils agissent comme auto- ou
hétérorécepteurs dans la modulation de signaux glutamatergiques et gabaergiques.

Les récepteurs métabotropiques sont des hétérodimeres. L'assemblage des oligomeéres se
fait par interaction hydrophobe ou par établissement de pont disulfure entres les oligomeres. La

liaison d’'une molécule de glutamate induit une activation partielle. L’activation complete du
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récepteur nécessite la liaison simultanée de deux glutamates afin d’obtenir la réponse physiologique

attendue.
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V.2. Les transporteurs du glutamate

Dans la neurotransmission glutamatergique, on distingue deux catégories de transporteurs :
les transporteurs plasmiques du glutamate et les transporteurs vésiculaires du glutamate. Les deux
catégories sont des transporteurs secondaires utilisant par conséquent les gradients
électrochimiques générés par des pompes indépendantes :

v' Les transporteurs plasmiques du glutamate permettent de contrdler trés généralement la
clairance extracellulaire du neurotransmetteur (EAATs notamment). lls utilisent le gradient de
sodium généré par la pompe sodium-potassium (pompe Na*/K*-ATPase).

v Les transporteurs vésiculaires du glutamate permettent 'accumulation du neurotransmetteur
dans les vésicules présynaptiques (VGLUTSs). lls utilisent le gradient électrochimique chimique
de proton généré par I’ATPase vacuolaire (V-ATPase).

Dans les paragraphes ci-dessous nous allons donner quelques détails concernant la structure,
les propriétés bioénergétiques, la pharmacologie ainsi que I'importance de ces transporteurs dans la

neurotransmission glutamatergique.
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V.2.1. Les transporteurs plasmiques du glutamate.

Les transporteurs d’acides aminés excitateurs, EAATs

Parmi les transporteurs importants dans la neurotransmission glutamatergique, nous
distinguons les transporteurs d’amino-acide excitateurs (EAATs). Ces protéines sont des
biomarqueurs des synapses excitatrices transportant les acides aminés excitateurs (D-Asp, L-Asp, L-
Glu). Ces transporteurs présentent une trés grande affinité pour le glutamate (Km = 1-10 uM) par
comparaison aux transporteurs vésiculaires (Km = 1-2 mM). Lors de la neurotransmission
glutamatergique, les EAATs contrdlent I'intensité, la durée et la portée du signal en maintenant une
concentration extracellulaire micromolaire du glutamate (10° X [Glu]extra < [GlU]inera). Par cette action
ces transporteurs protégent les cellules contre la surexcitation responsable de la neurotoxicité qui

est source de troubles neurologiques.

a. Distributions et fonctions des EAATS :

Les EAATs font partie de la famille des SLC1 (Soluté Carrier 1). lls ont une distribution
ubiquitaire dans le cerveau. On distingue 5 sous-types (EAAT1-5). Les trois premiers sous-types
EAAT1-3 ont été découverts en 1992 (EAAT1/GLAST et EAAT2/GLT-1 dans le cerveau de rat 1
EAAT3/EAAC1 dans I'intestin de lapin *). Les sous-types 4 et 5 furent découverts tardivement dans le
cerveau humain en 1995 et 1997 *2,

Les sous-types 1 et 2, préférentiellement exprimés sur les astrocytes péri- et extra-
synaptiques de synapses excitatrices, sont trés abondants dans le cerveau. Le sous type 1 est
prédominant au cours du développement du cerveau tandis que le sous-type 2 est plus abondant
dans le cerveau adulte. Les deux transporteurs, et en particulier le sous-type 2, sont responsables de
la recapture de plus de 90% du glutamate extracellulaire dans les astrocytes environnants.

Le sous-type 3 est exprimé préférentiellement dans les compartiments dendrito-somatiques
des neurones post-synaptiques. Ce transporteur présente une densité cérébrale bien inférieure aux

¥ 1 est localisé

sous-types 1 et 2 avec environ 130 EAAT3 par synapse dans I'hippocampe
majoritairement dans I'hippocampe, le cervelet et les ganglions de la base. Ce sous-type est tres
important dans le contréle du signal glutamatergique et la protection des neurones. Underhill et coll.
ont récemment démontré I'effet psychotrope de I'amphétamine dans les neurones dopaminergiques
de I'hippocampe *°. Le psychostimulant diminue la clairance du glutamate par internalisation des
EAAT3/EAACI exacerbant par conséquent I'effet du signal excitateur. Lors de la neurotransmission
glutamatergique, EAAT3 agirait comme un tampon dans le controle de la clairance du glutamate, la

20-21

distribution extracellulaire et le turnover des récepteurs ionotropiques AMPA . Le transporteur

peut également étre co-localisé avec le récepteur métabotropique mGIlu5 sur la membrane extra- et
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intracellulaire des neurones post-synaptiques 2. Dans cette configuration, il intervient dans
I"activation du récepteur mGIu5 par translocation du glutamate dans le neurone post-synaptique. La
transduction du signal induit par I'activation de mGlu5 est importante dans la plasticité neuronale
notamment au niveau de I'hippocampe 2 Enfin, EAAT3/EAAC1 est également impliqué dans la
protection neuronale via la recapture de la cystéine, résidu utilisé pour la synthése de glutathion
(protection contre les espéces réactives de I'oxygéne) et le maintien du potentiel réducteur du
cytosol 2.

Les sous-types 4 et 5 sont préférentiellement exprimés sur les neurones post-synaptiques, le
sous-type 4 sur les cellules cérébelleux gabaergiques de Purkinje et le sous-type 5 au niveau des

terminaisons glutamatergiques des cones et batonnet dans la rétine %>,

b. Propriétés bioénergétiques des EAATS

Les EAATs sont des protéines transmembranaires existant trés souvent sous forme
d’homotiméres *°. La forme trimérique est structurellement essentielle pour I'expression et la
stabilité du transporteur. Cependant, les trois protomeéres fonctionnent de maniére indépendante %'
La structure cristallographique montre que la protéine est composée d’un domaine de transport
permettant la translocation du substrat et d’'un domaine de trimérisation permettant I'encrage dans

la membrane et 'assemblage des trois sous-unités par I'intermédiaire d’interactions faibles **.
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Figure 9: Structure tridimensionnelle d’'un protomeére des transporteurs EAATs (vue de

coté), domaine de trimérisation en vert, domaine de transport en rouge.

Les EAATs utilisent le gradient de sodium comme force motrice afin de transporter le
glutamate dans les cellules contre son gradient de concentration. La translocation d’une molécule de
glutamate nécessite le symport de 3 Na"avec un H' transporté a I'intérieur de la cellule tandis qu’un
K" serait expulsé vers Iextérieur 2. Dans le processus de transport, la liaison des 3 Na*, du glutamate
et du H' se fait par allostérie positive. Dans le mécanisme, la fixation des 3 ions Na' sur la
conformation « ouverte » du transporteur est hautement énergétique. Elle provoque des

changements conformationnels au niveau du domaine de transport facilitant la fixation du glutamate
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et sa translocation dans le cytosol. De la méme maniére, dans le cytosol, la liaison du K" sur la

conformation « fermée » permet la retranslocation du domaine de transport.

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version

Figure 10: Mécanisme de transport du glutamate par les EAATSs. La fixation de 2 Na® et
un H" & la forme «apo, ouverte sur le cytoplasme» provoque un changement

2 La fixation du troisitme Na*

conformationnel induisant la fixation du glutamate
provoque la fermeture et la translocation du domaine HP2 de = 18 A. Cela permet
I’'ouverture du domaine HP1 et la libération du Glu, 3 Na* et H* dans le cytosol (30, mais

voir plutot *%).

Hormis leur réle dans le transport du glutamate, les EAATs présentent également une
conductance a I'ion chlorure (double rdle de transporteur et canal ionique). En fonction de I'efficacité
de transport du glutamate et I'ampleur du courant des ions chlorures lors de la translocation, on
répartit les EAATs en deux groupes : le premier groupe transporte efficacement le glutamate avec
une faible conductance aux ions chlorures (EAAT1-3) tandis que le second groupe transporte peu de
glutamate avec une forte conductance aux ions chlorures (EAAT4 et 5). La conductance des EAATs
aux ions chlorures jouerait un réle important dans la régulation de la transmission synaptique ' et
dans la régulation de la concentration des ions Cl” dans les cellules gliales, notamment en modulant la

neurotransmission des voies synapses inhibitrices 32,
¢. Pharmacologie des EAATs

Comme indiqué précédemment, les EAATs sont impliqués dans le contréle de I'intensité, la
durée et la portée du signal dans la neurotransmission glutamatergique. Ces transporteurs sont donc
tres importants dans la protection des cellules contre I’excitotoxicité du glutamate. Cela a conduit de
nombreuses équipes a travailler sur la conception d’outils pharmacologiques affins et sélectifs
permettant de moduler l'activité des EAATs. Comme dans toutes régulations de fonctions
biologiques, le probleme majeur des composés impliqués dans la régulation du systéme
glutamatergique via les EAATs reste les effets secondaires dus a I'importance et a la distribution

ubiquitaire des neurones glutamatergiques. D’autre part, la conservation du domaine de transport
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pose le probléme pour avoir de la sélectivité 2. Les ligands des EAATs sont pour la plupart, des
dérivés d’a-acides aminés et notamment les molécules dérivées du glutamate et I'aspartate. Ce sont

tres souvent des ligands allostériques ou des molécules modifiant I'expression des genes.

i.  Modulateurs allostériques

Suivant leurs modes d’inhibition, les modulateurs des EAATs peuvent étre classés
globalement en deux groupes : les ligands inhibant la translocation de I'agoniste naturel en bloquant
ou modifiant le site de fixation du glutamate/aspartate et les ligands modulant la recapture par
translocation dans la cellule (inhibition par compétition). La recherche d’inhibiteurs affins et sélectifs
a conduit au développement de plusieurs classes de molécules parmi lesquelles on notera les
analogues 3- et 4-substitués du glutamate, les analogues B-substitués de I'aspartate, les dérivés de la
pyrrolidine dicarboxylique (PDC) et les analogues 2-(carboxycyclopropyl)- et 2-(carboxycyclobutyl)-
glycine. Dans les analogues dérivés des acides aminés (Glu et Asp), la distance entre les deux
groupements COOH semble jouée un réle important dans I'activité de la molécule. Elle ne dépasse
pas 3 carbones en général. Dans le cas contraire on observe une baisse d’affinité de I'inhibiteur (cf.
Schéma 8).

Les ligands kainate (KA), dihydrokainate (DHK) et DL-B-thréo-hydroxyaspartate (B-THA) font
partie des premiers inhibiteurs développés dans la pharmacologie des modulateurs des EAATs. KA
et DHK sont des analogues structuraux dérivés du glutamate. lls ont une affinité faible pour le
transporteur mais présentent I'avantage d’étre sélectifs sur le sous-type EAAT2. La B-THA est un
composé non sélectif. Elle lie les sous-types EAAT1-4 de maniere compétitive ainsi que le sous-type
EAAT5 de maniére non-compétitive. Ce composé a néanmoins servi de modele de base pour le
développement d’autres ligands présentant de bonnes activités biologiques parmi lesquels on peut
citer notamment la L-B-TBOA et la TFB-TBOA. Ces inhibiteurs présentent une bonne affinité avec une
sélectivité 10 a 15 fois meilleure sur les sous-types 1 et 2 par rapport au sous-type 3. Un autre dérivé
de I'aspartate, substitué sur le groupement amine, le WAY-213613 est 50 fois plus sélectif vis-a-vis du
sous-type 2 par rapport aux sous-types 1 et 3. Un analogue sélectif d’EAAT3 a également pu étre
développé a partir de la L-B-TBOA en substituant I'aspartate sur le carbone C3 par un groupement
benzyle (I-B-BA). Ce composé est 10 fois sélectif pour le sous-type 3 par rapport aux sous-types 1 et 2

(Schéma 8 ci-dessous).
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Schéma 8: Exemple de modulateurs allostériques des EAATS.

Jensen et coll. et Erichsen et coll. ont travaillé sur de nouvelles structures pour la recherche
d’analogues sélectifs du sous-type 1. Leurs recherches ont permis la conception des composés
polyaromatiques UCPH-101 et notamment UPCH-102 qui traverse la BHE. Les deux ligands
présentent de bonnes affinités pour le transporteur EAAT1 (0.7 uM pour la molécule UCPH-101 et et
0.4 uM pour UPCH-102) *. Les deux inhibiteurs allostériques ont été brevetés et sont actuellement

commercialisés par la société « Hugin NeuroChemicals» comme inhibiteurs sélectifs de EAAT1.

ii. Activateurs des EAATs

Les activateurs des EAATs sont, pour la plupart, des ligands augmentant I'expression des
génes en agissant tres souvent soit sur la production des transcrits primaires soit sur la traduction
des ARMm matures. Les antibiotiques comme la ceftriaxone augmentent la recapture
glutamatergique en stimulant I'expression des génes des EAAT2/GLT1 via la stimulation de la
translocation nucléaire du facteur de transcription NF-kB par dégradation protéasomique de la
protéine inhibitrice I1kB **. De la méme maniére le ligand LDN/OSU-0212320 active I'expression du
transporteur EAAT2 en facilitant la traduction de I'ARMm via un mécanisme impliquant la
phosphorylation du facteur de transcription YB-1 par la protéine kinase C **. D’autres ligands comme
les analogues GF-109-203X et H89 améliorent I'expression du sous-type EAAT1 en inhibant la voie de

*® tandis que l'acide valproique augmente I'expression des génes du

la protéine kinase A
transporteur EAAT3 en inhibant les histones déacétylases (HDACs) nécessaires a la formation des

nucléosomes importants dans la compaction de ’ADN *’.
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Figure 11: Activateurs des EAATs et mécanisme d'action du LDN/OSU-0212320, de la

ceftriaxone et de I'acide valproique **°.

D’autres analogues comme le Rubizole ou la Parawixin 1 agissent directement sur le
transporteur d’acides aminés en améliorant le transport du substrat par allostérie positive. Ces
composés restent cependant assez rares. Le développement d’analogues structuraux du Rubizole et
de la Parawixin 1 permettra de pallier a ce probléme et d’améliorer la pharmacologie des activateurs

directs des EAATSs.

Echangeurs cystéine/glutamate, systéme Xc-

Les échangeurs cystéine/glutamate aussi appelés systéeme Xc- sont des antiports d’acides
aminés qui permettent I'échange d’une molécule de L-cystéine contre une molécule de glutamate.
Ces transporteurs ont été caractérisés pour la premiere fois en 1980 par Bannai et Kitamura dans les
fibroblastes de poumons humains *. Ce sont des hétérodiméres composés d’une chaine lourde N-
glycosylée d’environ 80 KDa de la famille des SCL3 (SLC3A2, 4F2hc) et d’une chaine légere non
glycosylée d’environ 40 KDa de la famille des SLC7 (SLC7A11, xCT). La chaine lourde 4F2hc est
responsable du transport et de I'adressage de la chaine légere xCT *. La sous-unité xCT partage une
homologie structurale avec la chaine légére des transporteurs hétérodiméres d’acide aminé HATs *.
Elle présente 12 domaines transmembranaires composés d’hélices a organisées de fagon inversée-
répétée semblable a celle présente dans la structure du transporteur de la leucine LeuT des
bactéries. La sous-unité xCT est assemblée a la chaine lourde 4F2hc par des ponts disulfures **. Elle
représente la partie fonctionnelle de la protéine, contient le domaine de transport et peut
fonctionner sans la chaine lourde *. Le schéma ci-dessous représente le modéle d’homologie de la
chaine légere xCT obtenu par comparaison avec la séquence primaire des transporteurs d’acides
aminés de polyamines et de cations organiques (ApcT) cristallisés a partir du thermophile
Methanocaldococcus jannaschii. La protéine (ApcT) est cristallisée sous sa conformation «ouverte»

du c6té intracellulaire. La sphére blanche au centre représente un substrat hypothétique .
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Figure 12: Modele d’homologie de xCT construit en comparant la séquence primaire de xCT
humain avec la structure de ApcT * (Structure de ApcT en blanc ; Structure de xCT : 12 domaines
transmembranaires avec DT1 = rose pale, DT2 = rose foncée, DT3 = bleu vif, DT4 = pourpre claire,
DT5 = bleu canard, DT6 = vert foncé, DT7 = vert olive, DT8 = vert claire, , DT9 = jaune, , DT10 = or,
DT11 = orange, , DT12 = rouge. La sphére jaune (en haut a gauche) représente la Cys158
responsable de la liaison avec la chaine lourde 4F2hc par formation de pont disulfure. Les

domaines C- et N-terminaux sont représentés respectivement par la sphére rouge et rose-pale *.

a. Distribution, propriétés bioénergétiques et fonctions dans le SNC de Xc-

Le systeme Xc- a été caractérisé dans plusieurs types cellulaires. Dans le systeme nerveux

central (SNC) et périphérique (SNP), ils ont été caractérisés sur les cellules gliales **, les cellules de Ia
. . 46 . s . ;. . .

microglie ™, les cellules vasculaires endothéliales, le plexus choroide, les leptoméninges, ainsi que
sur les cellules de Miiller dans la rétine .

Dans le processus de transport, le systéeme Xc- utilise uniquement les formes anioniques des
acides aminés. La cystéine est transportée sous sa forme oxydée cystine (Cystine = Cys-S-S-Cys)
tandis que le glutamate est transporté sous sa forme mono-anionique (Glutamate = Glu). Le

38a, 48
. Le

transport est indépendant du gradient de sodium mais dépendant des ions chlorures
transporteur permet la translocation de la cystine a l'intérieur de la cellule et rélargage du glutamate
dans le milieu extracellulaire. En théorie I'échangeur peut fonctionner dans les deux sens.
Cependant, dans le SNC, la faible concentration intracellulaire de la cystéine (micromolaire, car
transformé en GSH) associée a la grande concentration du glutamate (1-10 mM) sert de force
motrice au fonctionnement du transporteur. Ces gradients initient le rélargage du glutamate et la

38 par ailleurs dans le systeme Xc-, les deux acides aminés

translocation de la cystine dans la cellule
(Cystine et glutamate) sont, I'un pour I'autre, des inhibiteurs compétitifs. Ainsi, lors de I'’échange, le
glutamate bloque la fixation de la cystine avec une affinité de 150 uM tandis que cette derniere, plus
affine, inhibe la translocation intracellulaire du glutamate avec une affinité de 33 uM *. Le transport

de la cystéine nécessite une force motrice générée par la concentration intracellulaire de glutamate.
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Ainsi, dans le SNC, le systeme Xc- est couplé avec les transporteurs EAATs qui permettent de
maintenir la force motrice nécessaire au fonctionnement de la chaine xCT. Les précurseurs de
synthese du glutamate (Aspartate, Glutamine) interviendraient également dans le transport de sa

cystéine en augmentant sa concentration intracellulaire %0,
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Figure 13: Echange cystine/glutamate via le systéme Xc-. La chaine lourde 4F2hc permet
I’ancrage et I'adressage de la chaine légére xCT > qui contient les domaines de fixation

des deux substrats (cystine et glutamate) “*.

Le cerveau étant le principal consommateur d’oxygene dans I'organisme (20% au repos),
I’échangeur Xc- y joue un réle trés important dans le maintien de l'intégrité des neurones. Le
transporteur assure la protection des neurones et cellules gliales contre les ROS en transportant la
cystéine, le précurseur de synthése du glutathion. Il faut aussi noter que le transport de la cystine via
le systéme Xc- est associé a I'efflux de la cystéine via le les transporteurs ASC (ASCT1 et 2, *). Par
conséquent, le systéme Xc- contrble ’homéostasie du couple redox cystine/cystéine dans le milieu

intra et extracellulaire assurant ainsi une protection optimale aux cellules.
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Figure 14: Transport de la cystéine dans les neurones et cellules gliales via le systeme Xc-

La translocation de la cystine via le systeme Xc- est associée a un efflux de glutamate. Le
rélargage du glutamate touche notamment les récepteurs extra-synaptiques mGlu2 et mGlu3
permettant une modulation de la neurotransmission >. La perturbation de cette voie de régulation

de la neurotransmission est impliquée notamment dans I’addiction aux drogues **.
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Parmi toutes les cellules du SNC, les cellules de la microglie, importantes pour la protection
du cerveau contre les infections, sont les plus riches en systéme Xc-. Lors des infections ou des
traumas, la mobilisation des cellules dans les zones |ésées provoque une augmentation considérable
de la concentration du glutamate a cause du rélargage du neurotransmetteur par I'échangeur

#5055 Cette libération du glutamate via le systéme Xc- est impliquée dans

cystéine/glutamate
certaines troubles neurologiques comme les maladies d’Alzheimer *°, de Parkinson >’ ou la sclérose

en plaque *%.

b. Pharmacologie

Actuellement il n’existe aucun ligand spécifique du systeme Xc-. Parmi les inhibiteurs
existant, nous distinguons les analogues cycliques et acycliques de la cystéine et du glutamate. Ces
ligands ont permis de comprendre certaines propriétés de liaison du transporteur et notamment sa
stéréosélectivité. Les D-acides aminés sont faiblement ou pas actifs. La longueur de la chaine joue
également un role important au regard de la comparaison de I'affinité du substrat naturel et de la L-
Asp (L-Glu : 150 uM, L-Asp : inactif).

Parmi les ligands non cycliques on peut citer I'a-aminoadipate produit du métabolisme de la
lysine, la B-mercaptolactate-cystéine, I'a-aminopimelate, la L-serine-O-sulfate, la L-homocystéine-
sulfinate ou la molécule Bay 94-9392 (Ki 29 - 34 uM) utilisée comme traceur pharmacologique dans la
détection de tumeurs cérébrales par PET-Scan *°. Ces analogues sont des inhibiteurs du systéme Xc-
38, 48b, 60.

Les analogues cycliques d’acides aminés sont généralement bien meilleurs que les analogues
acycliques correspondants. On distingue notamment le L-iboténate (Ki = 30 uM), le L-quisqualate (Ki
=5 uM), le (RS)-4-Bromo-homo-iboténate (Ki = 20 uM) et la (S)-4-carboxyphenylglycine ((S)-4-CPG, Ki
= 1-5 pM) ** *8_ |’iboténate est un composé produit par les champignons amanites tue-mouches et
amanites pantheres. Le quisqualate est obtenu naturellement a partir de graines de la liane
vermifuge. Le quisqualate, la (S)-4-CPG et I'antiinflammatoire sulphasalazine (6 -oxo- 3-(2-[4-(N-
pyridin-2-ylsulphamoyl)phenyl]diazenyl)-cyclohexa-1,4-dienecarboxylic acid, Ki < 1 uM) utilisé dans le

traitement de la polyarthrite rhumatoide ®!, représentent les meilleurs inhibiteurs du systéme Xc-

48b
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Schéma 9: Modulateurs du systeme Xc- dérivés d'acides aminés.

Les ligands du systeme Xc- cités ci-dessus ne sont pas spécifiques. lls interagissent
généralement sur d’autres systémes et nomment les récepteurs ionotropiques et métabotropiques
du glutamate. Ainsi le L-Homocystéate et le L-iboténate activent les récepteurs NMDA %. Le L-
quisqualate et la (RS)-4-Br-homo-iboténate activent les récepteur AMPA. De la méme maniere les
ligands L-iboténate, L-quisqualate, L-sérine-O-sulfate, L-homocystéate, L-homocystéine-sulfinate sont
des agonistes des récepteurs mGlu %, tandis que la (S)-4-CPG est un antagoniste du récepteur mGlul
® . L'utilisation de ces ligands dans la régulation du systéme Xc- poserait donc un probleme
considérable de perturbation du systéeme glutamatergique. Patel et coll. ont récemment développé
de nouveaux ligands dérivés des isoxazoles AMPA et ACPA ®. Les études de structures-activités lors
de la comparaison des activités des analogues NACPA (Ki = 50 uM), TFMIH (Ki = 60 uM) NEIH (Ki =
100 uM) par rapport aux squelettes de référence AMPA et ACPA (inactifs) ont permis I'identification
de deux poches hydrophobes adjacentes au domaine de liaison des substrats dans le systéme Xc- .
Dans les nouvelles générations d’inhibiteurs du systéme Xc-, I'exploitation de ces poches
hydrophobes pourrait permettre I'obtention de ligands affins et sélectifs des échangeurs

cystéine/glutamate.
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Schéma 10: Modulateurs des échangeurs xCT dérivés de AMPA et ACPA ©°.
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V.2.2. Les transporteurs vésiculaires du glutamate VGLUTs

Les transporteurs vésiculaires du glutamate (VGLUTs) sont des protéines situées sur la
membrane des vésicules présynaptiques. Ils assurent le remplissage des vésicules par le glutamate et
représentent par conséquent, avec les EAATS, les principaux acteurs de la recapture glutamatergique.
On distingue 3 sous-types de VGLUTs (VGLUT1-3). En raison de la concentration élevée du glutamate
dans le cytosol (1-10 mM) ces transporteurs possedent des affinités faibles pour le glutamate (Km =
1-5 mM) . Ces faibles affinités sont cependant associées a une grande sélectivité permettant a ces
transporteurs la translocation spécifigue du glutamate par rapport aux acides aminés

667 Les VGLUTSs sont des marqueurs

structurellement similaires comme |’aspartate ou la glutamine
spécifiques du systeme glutamatergique et leur seule présence sur la membrane d’une vésicule
confere, de facon certaine, le phénotype glutamatergique. lls appartiennent a la famille des
transporteurs de phosphate inorganique Na*-dépendant (NPTs) et SLC17. Ils transloquent le
phosphate inorganique (Pi) de facon indépendante par rapport au glutamate (Pi n’altére pas le

transport du Glu). La découverte des VGLUTSs est d’ailleurs inhérente aux études sur leurs propriétés

de transport du phosphate inorganique %.

Découvertes des VGLUTs

La protéine BNPi (Brain specific Na*-dependent inorganic transporter) a été découverte en
1994 par Ni et coll. Elle permet I'accumulation de phosphate inorganique (Pi) a I'intérieur d’ovocytes
et présente 30% d’homologie avec le sous-type 1 de la famille des transporteurs sodium/phosphate
(NPT-1) ®*®° Plus tard, il a été montré que le transporteur est abondant au niveau des synapses
excitatrices et serait impliqué dans le remplissage des vésicules de facon dépendante du gradient
électrochimique de proton. En 2000, les hypothéses sur le réle de BNPi dans le transport du
glutamate ont été validées par Bellocchio et coll., ainsi que par Takamori et coll. Les deux études
indépendantes ont été réalisées sur des vésicules purifiées a partir de cellules de la lignée PC12
(Bellocchio et coll.) et sur les interneurones gabaergiques (Takamori et coll.). La surexpression de
BNPi sur les vésicules, ou sa transfection des neurones gabaergiques, induit une translocation du
glutamate dépendante du gradient électrochimique de proton. Ces expériences confirment que la
présence de BNPi confére le phénotype glutamatergique aux neurones. De plus, BNPi est abondante
dans le cerveau et est présente sur la membrane des vésicules présynaptiques de synapses
asymétriques. La protéine a été baptisée VGLUT1 (transporteur vésiculaire du glutamate de type 1).

Lors de la recherche du transporteur VGLUT1, des résultats avaient confirmé I'absence de la
protéine BNPi dans certaines régions glutamatergiques du cerveau comme le thalamus ou le tronc

cérébral "°. De plus, la mutation de ’homologue EAT-4 de BNPi chez la souris ne conduit pas a une

42



perte totale de la neurotransmission glutamatergique "*. Ces résultats ont conduit les chercheurs a
envisager I'existence d’autres sous-types de transporteurs vésiculaires du glutamate. Ainsi au début
de I'année 2000, paralléelement aux études sur VGLUT1, la protéine DNPi (Differentiation-associated
Na'-dependent inorganic phosphate transporter) a été découverte. Cette protéine appartient
également a la famille des transporteurs Na‘/Pi et présente 82% d’homologie avec I'isoforme
VGLUT1 7% La protéine est distribuée de facon complémentaire au transporteur BNPi au niveau des
terminaisons axonales des synapses asymétriques et confére également le phénotype
glutamatergique aux neurones (expérience de transfection sur les neurones gabaergiques). Cette
nouvelle protéine a été renommée VGLUT2, ou transporteur vésiculaire du glutamate de type 2.

En 2002, une nouvelle isoforme de VGLUT a été découverte simultanément par plusieurs

66g, 73

équipes dont nos collaborateurs, le Dr. El Mestikawy et son équipe . Cette nouvelle isoforme,

appelée VGLUT3, partage 72% d’homologie avec VGLUT1 et 75% avec VGLUT2.

Phylogénie des VGLUTs

Les VGLUTSs font partie de la superfamille des transporteurs transmembranaires SLC (Solute
Carrier). Les protéines de la famille SLC sont codées par plus de 300 génes organisés en 52 familles .
Les substrats utilisés par ces transporteurs varient énormément (molécules organiques chargées ou
neutres, ions, gaz). Actuellement, dans la superfamille SLC, neuf génes répartis en trois familles sont
identifiés comme codant pour les transporteurs vésiculaires (SLC17, SLC18, SLC32) . Les trois

familles sont réparties en fonction de la nature du substrat naturel.

o Lafamille des SLC17 utilise le gradient électrochimique de proton généré par la V-ATPase *¢" ¢

pour transloquer des substrats anioniques. Elle se compose notamment des transporteurs
vésiculaires du glutamate (VGLUT1-3, Km 1-2 mM), le transporteur vésiculaire d’acides aminés
excitateurs (VEAT) représenté par la Sialine (Sialine, Km = 0.14 mM), les transporteurs de
phosphate inorganique Na‘*-dépendant (NPT-1, -3, -4 et -5) et le transporteur vésiculaire de

nucléotides (VNUT) "°.
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Figure 15: Arbre phylogénique des transporteurs SLC17 chez ’lhomme .

o La famille des SLC18 regroupe les antiports de cations organiques, parmi lesquels on distingue
les transporteurs vésiculaires de I'adrénaline, de la noradrénaline, de la sérotonine, de la
dopamine (VMAT1 et 2, Km < 1 pM) 7/, et de I'acétylcholine (VAChT, Km = 0.4 mM) "%, Dans
cette famille, la translocation du substrat a I'intérieur de la vésicule est couplée a I'efflux de 2
H+79-

o Les SLC32 comprennent les transporteurs vésiculaires d’acides aminés inhibiteurs (VIAAT)
possédant une charge globalement neutre. Ils assurent la recapture de la GABA (Km =5 mM)

et de la glycine (Km = 25 mM) a l'intérieur des vésicules présynaptiques .

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version

Figure 16: Substrats, courants ioniques et potentiel de membrane des transporteurs

SLC17.

Les VGLUTs sont des protéines de 560 a 582 acides aminés difficilement purifiables situées
sur la membrane des vésicules présynaptiques. Actuellement, aucune structure par cristallographie
de ces protéines n’est encore disponible. Les VGLUTs présentent une homologie de séquence
primaire significative avec les transporteurs de la superfamille MSF (Major Facilitator Superfamily). La
superfamille des transporteurs MSF constitue avec la famille des SLC, la seconde grande famille de
transporteurs transmembranaires ubiquitaires impliqués dans la translocation de petits solutés en
utilisant la force motrice d’un gradient électrochimique. L’étude de la structure cristallographique de
la perméase au lactose bactérienne, ou du transporteur de glycérol-3-phosphate (GlpT) a permis de
déduire que ces transporteurs sont constitués de 12 hélices a organisées en deux groupes de 6 (deux
moitiés) avec les domaines N- et C-terminaux luminaux ®'. Les deux groupes de 6 hélices a sont reliés
par une boucle flexible cytoplasmique et forment en leur centre une cavité hydrophile en profondeur
dans le transporteur permettant la translocation de substrats hydrophiles. Les résidus d’a-acides
aminés responsables de la spécificité du transporteur se situent sur les parois de cette poche polaire

8 Chez les membres de la famille des SLC17, la mutagenése dirigée a permis d’identifier trois résidus
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chargés importants dans la reconnaissance et la translocation du substrat. Il s’agit de I'Arg184,

I’His128 et le Glu19 *®°. Les trois résidus sont conservés chez les membres de la famille des SLC17.

o L'Argl84 est située sur le domaine transmembranaire 4 (TMD4). Ce résidu est conservé chez
tous les membres de la famille des SLC17 évoquant un réle essentiel commun comme la
reconnaissance des substrats anioniques (Glu, Asp, ATP), ou la liaison d’ions CI” qui semble étre
une propriété commune a ces transporteurs. Sa mutation par un résidu apolaire comme
I'alanine, ou des a-acides aminés chargés positivement ou négativement a pH physiologique
tels que la lysine ou le glutamate conduit a une perte totale du transport *.

o L'His128 et le Glul91 se situent respectivement sur les domaines transmembranaires 2 et 4
(TMD2 et TMDA4). Leur mutation inhibe également le transport du glutamate. Les deux résidus
sont conservés chez les VGLUTs. L'His128 n’est pas conservé chez le transporteur

aspartate/glutamate (la Sialine) ® suggérant un réle important de cet a-acide aminé dans la

distinction aspartate/glutamate **.

Un modele par modélisation moléculaire du sous-type VGLUT2 a été généré en se basant sur
la structure cristallographique du transporteur glycérol-3-phosphate (GIpT). Dans ce modele
d’homologie, on remarque que les trois résidus chargés sont situés en profondeur dans la poche de

66d, 85
. L

liaison hydrophile crée par les hélices a ‘interaction des ions CI" avec les trois résidus

provoquerait un changement conformationnel qui induirait la translocation du substrat.

Biodistribution des VGLUTs

Les trois sous-types de VGLUTs ont des biodistributions différentes. Actuellement, aucune
différence fonctionnelle, structurale, de propriétés bioénergétiques, ou de profil pharmacologique,

ou de fonction physiologique notable n’a été identifiée entre les 3 isoformes.

a. VGLUTI1 et VGLUTZ

Le sous-type VGLUT1 est majoritairement présent au niveau des terminaisons axonales des
synapses asymétriques du cortex cérébral, de I'hippocampe (CA1-3, gyrus dentelé) et dans les
couches superficielles de cellules granulaires cérébelleuses. On le retrouve également dans
I'amygdale et le pont de Varole. Il est le sous-type le plus abondant dans le cerveau et est
responsable de la majeure partie de la recapture (environ 80%) du glutamate dans les vésicules

présynaptiques . Ce sous-type est exprimé sur des synapses possédant une potentialisation a long
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terme (synapse PLT). Ces synapses sont les acteurs majeurs de la plasticité en permettant un
fonctionnement synergique entre les réseaux neuronaux.

Le sous-type VGLUT2 est abondant dans les synapses excitatrices des neurones sous-
corticaux et notamment dans le thalamus, le tronc cérébral, la protubérance annulaire dans

I 66¢c, 87

I'hippocampe (gyrus dentelé, subiculum) ou I’habenula médian et latéra . Il @ une distribution

87b, 88

complémentaire de VGLUT1 et peut étre co-localisé avec ce dernier . Une différence notable

avec VGLUT1, est I'expression de la protéine sur des synapses DLT (dépression a long terme)
importants également dans la plasticité neuronale, tout comme les synapses PLT 7%,

Les transcrits de VGLUT1 et 2 peuvent étre absents de régions ou leurs protéines sont
abondamment synthétisées comme dans le caudé putamen. Cette répartition serait due a la
compartimentation cellulaire dans la biosynthése des molécules (protéine, ARNm) et la présence des
protéines préférentiellement au niveau des terminaisons axonales des neurones présynaptiques.
Enfin, I'expression des sous-types VGLUT1 et 2 ne se limite pas aux neurones. On les retrouve

également dans les cellules a endocrines du pancréas, les cellules entérines endocrines de I'estomac,

les spermatides des tubes séminales des testicules, etc. .
b. VGLUT3

Le sous-type VGLUT3 a une expression moins importante que les sous-types 1 et 2. On le

73591 comme dans les couches I-llI

retrouve notamment dans certains types spécifique de neurones
et V-VI du cortex cérébral, les couches corticaux I, V et VI du striatum, le noyau médian et latéral de
I’habenula, I’hippocampe. Son transcrit est absent du thalamus, de la substance noire ou du cervelet.
Le sous-type est trés souvent co-localisé dans les populations de neurones utilisant d’autres

66g, 73

neurotransmetteurs . Dans le noyau de raphé, le cortex cérébral et le striatum, on le retrouve

dans les neurones sérotoninergiques °°, les interneurones gabaergiques et cholinergiques

suggérant une libération en synergie avec ces autres neurotransmetteurs.

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version

Figure 17: Expression cérébrale des ARNm des VGLUTs. VGLUT1 (rouge) est
majoritairement exprimé dan le cortex (Ctx) et le noyau basolatéral de I'amygdale (BI),

I’hippocampe (Hc) et le gyrus dentelé (Dg). VGLUT2 (bleu) est majoritaire dans le
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thalamus, le noyau médian de I'amygdale (M) et le noyau ventro-médian de
I’'hypothalamus (VMH). VLUT3 (vert) est exprimé majoritairement dans la couche Il du
cortex **.

Récemment Vigneault et coll. ont déterminé la distribution des VGLUTs chez I'lhomme. Les
résultats montrent une répartition similaire chez les rongeurs. Le tableau ci-dessous regroupe la

distribution des transcrits et protéines des transporteurs VGLUTs dans le cerveau humain .

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version

Tableau 1: Distribution des ARNm et protéines des VGLUTs dans différentes régions du
cerveau humain (N.D: Non Détecté, AL : Amygdale Latéral, CCG : Couche de Cellules

Granulaires du cervelet %).

Propriétés bioénergétiques des VGLUTs

Comme indiqué précédemment, les VGLUTs sont des protéines transmembranaires jouant un
role clé dans le remplissage du glutamate dans les vésicules présynaptiques. Des efforts
considérables ont été fournis pour comprendre le fonctionnent de ces transporteurs. En 1983 Naito
et Ueda ont montré que le transport du glutamate dépendait du gradient électrochimique de proton
ApH" généré par la pompe a proton V-ATPase sur des fractions vésiculaires purifiées a partir de

cerveaux de beeufs ©°. Depuis, ces études ont été confirmées par plusieurs autres équipes *" .

1. Importance des ions chlorures

La V-ATPase est une pompe électrogénique dont le fonctionnement nécessite la présence

%e Dans

d’un contre-ion permettant de maintenir le gradient électrique généré par I'influx de proton
le milieu intravésiculaire, ce réle capital est assuré par les ions chlorures qui sont, par conséquent,
indispensables a la neurotransmission. Le transport du glutamate est donc fortement dépendant de
la conductance de la membrane de la vésicule a ClI', ainsi que de la concentration du milieu en CI'. Les
. . . s . . . +
analyses biochimiques ont montré que la principale composante de la force motrice (AuH") est le

potentiel de membrane (A). Néanmoins, le gradient chimique (ApH) jouerait un réle important.
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o En présence d’une concentration élevée d’ions chlorures (> 6 mM), la conductance aux ions
chlorures de la membrane est importante. Elle induit une entrée massive de protons via la V-
ATPase se traduisant par une augmentation considérable de la composante chimique (ApH) de
la force motrice. Dans ces conditions, le transport du glutamate se fait avec une faible affinité.

o En présence d’une quantité plus faible d’ions chlorures (< 4 mM), la principale composante du
gradient électrochimique est le potentiel de membrane (Ay). Cependant, elle ne permet pas
le transport du substrat avec une meilleure efficacité.

o En présence d’une concentration optimale d’ions chlorures (4-6 mM), la composante majeure
de la force motrice reste le potentiel de membrane. La contribution du gradient chimique est
minimale. Dans ces conditions, la combinaison des deux composantes induit le transport du

glutamate avec une efficacité maximale.

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version

Figure 18: Régulation du transport du glutamate par les ions chlorures (On remarque
gue le transport est maximal a 4 mM. La composante majeure de la force motrice est le
potentiel de membrane AY. Le gradient chimique ApH est nécessaire a un transport

optimal) 7.

Des valeurs typiques des deux composantes de la force motrice (A = 80 mV et ApH = 1.5)
permettent le remplissage des vésicules jusqu’a 100-150 mM de glutamate (10-20 fois plus

7> %) ’équation proposée par Omote et coll.

concentré dans la vésicule que dans le cytoplasme
permet de traduire la relation entre I'efficacité du transport, le potentiel de membrane et le gradient

chimique de proton :

Glu];
n [Wintra _ + 2,3 RT.ApH

[Glu] extra

Dans la formule, [Glulintra et [Glu]extra représentent les concentrations

intravésiculaires et extravésiculaires du glutamate, F représente la constante de Faraday (F =
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96485 C.mol™), R représente la constante des gaz-parfaits (R = 8.314 J.Kg™".K™), T représente la
température physiologique (T = 37 °C). Nous remarquons la contribution majeure du potentiel

de membrane Ay par rapport au gradient chimique ApH.

2. Hypothéses de fonctionnement des ions chlorures : couple/ménage a trois

Malgré son importance physiologique, le mécanisme moléculaire par lequel I'ion chlorure
améliore le transport du glutamate est toujours inconnu. Différentes hypotheses ont été proposées

et sont souvent contradictoires en fonction de la nature du modele utilisé.

a. Hypothese des canaux chlorures : Jentsch, 2001 %9

Xie et coll. ont monté en 1989 que les vésicules enveloppées d’'un manteau de clathrine

étaient toujours capables de transporter les ions chlorures *®

. Plus tard, en 2001, ces résultats ont
amené Stobrawa et coll. a envisager un mécanisme dans lequel la conductance de la membrane a
I'ion chlorure serait due a I'existence de canaux chlorures (CLC). Leur étude a montré que chez les
souris CLC3-KO (CLC3 = sous type majoritaire des canaux chlorures dans le cerveau), la concentration
luminale en ions chlorures était diminuée de moitié. Cette diminution est corrélée avec une baisse
d’efficacité du transport de glutamate. Cependant, en 2009, des études menées par Schenck et coll.
ont infirmé cette hypothese. Ils ont montré que la diminution de la conductance a I'ion chlorure était
due a une baisse de I'expression des VGLUTSs sur les vésicules des souris CLC3-KO, et non a la perte

des protéines canaux CLC3 ™!

. En effet, Stobrawa et coll. avaient travaillé sur des vésicules purifiées a
partir d’une région de I'hippocampe présentant une neurodégénérescence. Les vésicules
présentaient, en conséquence, une basse d’expression des VGLUTs en plus de celle des canaux
chlorures CLC3. La comparaison des résultats de I'expérience sur des jeunes souris CLC3-KO avant et
aprées la neurodégénérescence a démontré que seule la perte des transporteurs VGLUTs induit une

diminution de la conductance aux ions chlorures.

b. Hypothese d’un antiport Glu/CI-: Schenck, 2009 101

Le glutamate est une molécule chargée négativement. Sa pénétration dans les vésicules crée
une augmentation du gradient ionique qui doit étre régulée. Vers le milieu des années 1990, Fairman
et coll., et Eliasof et coll., ont montré que les transporteurs EAATs présentent une conductance aux

. 102 . . , \
ions chlorures '®. En se basant sur ces études, Bellocchio et coll. ont proposé un modéle dans lequel
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les VGLUTs agiraient aussi comme des canaux chlorures pour stimuler la neurotransmission du
glutamate .

Les expériences réalisées sur les vésicules purifiées obtenues a partir de souris-KO peuvent
étre sujettes a de nombreux artefacts, tels que la pureté des fractions (contamination par d’autres
membranes), ou des problémes de biogenése des vésicules provoqués par la perte d’un gene lors de
la modification génétique des cellules souches embryonnaires®®. Pour limiter ces artefacts Schenck et
coll. ont travaillé en 2009 sur des modeles simplifiés des vésicules synaptiques, représentés par des
protéoliposomes contenant du VGLUT1 recombinant et la H*-ATPase de la bactérie Bacillus

stearothermophilus (TFyF, = F-ATPase) 101,

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version

Figure 19: Protéoliposome contenant VGLUT1 et la F-ATPase bactérienne.

Leur expérience a permis de montrer que I'augmentation de la concentration luminale d’ions
chlorures améliore le transport du glutamate. Ainsi, le transporteur VGLUT1 agirait comme un
antiport Glu/Cl,, en associant la translocation du glutamate a un efflux d’ions chlorures, induisant une

augmentation du potentiel de membrane A et donc du transport du glutamate.

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version

Figure 20: Transport du glutamate via un antiport Glu/Cl". La translocation du glutamate

a l'intérieur de la vésicule (1) est stimulée par I'efflux d’ions chlorures (2).

¢. Hypothese d’'un échangeur Glu-K*/H* Glu-K*/Cl: Reinhard Jahn, 2014 103

Récemment, en 2014, Preobranschenski et coll. ont proposé un nouveau modéle dans lequel
I'activation du transport du glutamate par les ions chlorures se ferait suivant deux nouveaux modes

d’activation impliquant I'ion potassium K*. Leurs études réalisées sur les protéoliposomes contenant
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du VGLUT1 et la F-ATPase bactérienne ont montré que le transport du glutamate était stimulé par la
présence d’ions chlorures a l'intérieur, ou a I'extérieur de la vésicule. lls ont proposé que l'ion
chlorure aurait un site de fixation allostérique sur le transporteur VGLUT1 accessible de part et
d’autre de la membrane (face cytosolique et luminale). De plus, leurs études ont aussi montré que la
présence d’ions K" dans le milieu expérimental stimule la recapture du glutamate méme en absence
d’ions chlorures. lls ont conclu que le transporteur VGLUT1 posséderait trois sites de liaison
impliqués dans le transport du glutamate. On distingue un site de haute affinité pour CI’, un site de
faible affinité pour le couple Glu/Cl, et un site H'/K". La translocation du glutamate se ferait suivant
deux nouveaux modes nécessitant chacun la présence d’ions CI. Dans le premier mode, le
transporteur VGLUT1 co-transporte le glutamate, le K*, associé a un efflux de H* (antiport Glu, K*/H",
fig22.a). Dans le second mode, la translocation du couple Glu/K* s’accompagne de I'efflux d’ions CI

(antiport Glu, K*/CI', fig22.b).

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version

Figure 21: Mécanisme moléculaire de transport du glutamate proposé par
Preobranschenski et coll. impliquant les ions CI, K* et H*. Fig.a: le transporteur
vésiculaire se comporte comme un échangeur Glu, H'/K". Fig.b: la translocation du

glutamate se fait vig un antiport Glu, K*/CI.

d. Hypothese d’'un symport Glu/H*

Apres la libération du neurotransmetteur dans la fente synaptique, les vésicules sont
régénérées par endocytose. Durant ce processus, les nouvelles vésicules se concentrent en ions
chlorures créant un gradient initial entre le lumen et le cytosol. Ce gradient ionique initial permet
I'acidification de la vésicule par la V-ATPase (création du gradient chimique ApH), importante pour la
translocation du glutamate. En conclusion, la pénétration d’ions chlorures stimulerait indirectement
le remplissage des vésicules en facilitant la création du gradient chimique nécessaire a la

. ;. . 1
translocation du glutamate dans la vésicule synaptique %%,
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Figure 22: Transport du glutamate via un symport Glu/H'. La pénétration d’ions
chlorures dans la vésicule (1) facilite la création du gradient chimique par la V-ATPase
par entrée d’ions H* (2). Les ions H" stimulent la translocation du glutamate dans la

vésicule (3).

e. Hypothese d’une coopération positive des ions Cl: Omote, 2010 75

Juge et coll. ont envisagé une approche différente et simplifiée dans I’étude de I'activation du
transport de glutamate par les ions chlorures. lls ont étudié le transport du glutamate dans les
protéoliposomes contenant uniquement le transporteur VGLUT2. La création du gradient électrique
est assurée par un ionophore comme la valinomycine (sélectif des ions K*). Ce systéme annule la
dépendance au gradient chimique de proton, et la conductance aux ions chlorures qui existe dans les

liposomes contenant la F-ATPase bactérienne.
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Figure 23: Protéoliposome simplifié contenant le transporteur VGLUT2 et I'ionophore

valinomycine.

Leurs résultats ont montré que le transport du glutamate se fait en présence ou en absence
d’ions CI. Néanmoins, une nette amélioration du transport est observée en présence d’ions
chlorures, a partir d’'une concentration de 2 mM. Le transport du glutamate est maximum a 5 mM
d’ions chlorures '®. s en concluent que les ions Cl" favorisent le transport du glutamate et que les
VGLUTSs sont directement activés par ces ions. De plus, les expériences réalisées en présence d'une
concentration extravésiculaire élevée en ions chlorures (jusqu’a 100 mM) n’altére pas le transport du
glutamate comme cela a été envisagée par Schenck et coll., ou Preobranschenski et coll. " %, par
ailleurs, une forte concentration luminale en ions chlorures (100 mM) ne modifie pas non plus le
transport du glutamate. lls ont confirmé ces observations en étudiant la mobilité des ions chlorures
par radioactivité (test de recapture du ***Cl), et par fluorescence (utilisation de la sonde fluorescente

106

6-méthoxy-N-(3-sulfopropyl)-quinolinum-monohydrate ~). Ces résultats montrent que les ions
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chlorures ne se lient pas au méme site de liaison que le glutamate, et que les VGLUTs ne se
comportent pas comme des canaux chlorures.

Donc, en conclusion, les transporteurs VGLUTs ne sont ni des antiports Glu/H®, ni des
antiports Glu/Cl, ni des Symports Glu/Cl, ou des canaux chlorures. Jahn et coll. ont proposé un
mécanisme allostérique dans lequel I'activation des VGLUTs se ferait par liaison des ions chlorures
sur un site spécifique conduisant a I'ouverture du transporteur et la translocation du glutamate
(coopération positive) . Deux modes de régulation par allostérie peuvent exister : coopération
positive par liaison d’ions chlorures sur la face luminale **%, ou par fixation d’ions chlorures sur la face
cytosolique du transporteur 1% 193 1%

On note également que l'activation des VGLUTs par les ions CI' présente une forte
coopérativité avec un coefficient de Hill proche de 3. L’activation du transport par le CI" nécessite, par

conséquent, la présence de multiples sites de liaison avec des affinités similaires (nombre de sites <

3) 105'
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Figure 24: Amélioration du transport de glutamate par coopération positive des ions
chlorures. La liaison d’ions chlorures sur un site spécifique (1) stimule la translocation du

glutamate dans la vésicule (2) 7.

3. En conclusion

Les VGLUTs sont des protéines clés dans le remplissage du glutamate dans les vésicules
présynaptiques. Ces protéines transportent également du Pi. La présence d’ions sodiums,

potassiums, et notamment d’ions chlorures, active de transport du glutamate.
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Figure 25: lons transportés et/ou intervenant dans la régulation des VGLUTs ',

La régulation du transport par les ions chlorures est une propriété spécifique de certains
membres de la famille SLC17 (VGLUTs, VNUT, VEAT, NTP1). Le mécanisme moléculaire de la
régulation du transport par les ions chlorures doit cependant étre éclairci afin de mieux comprendre
le remplissage des VGLUTs. Différents modeles ont été proposés pour expliquer la régulation des
VGLUTSs par les ions chlorures. Cependant, aucun de ces modeles ne fait actuellement I'unanimité.

Enfin, on notera que I'affinité des VGLUTSs peut étre régulée par des corps cétoniques dans le
milieu physiologique. Ces composés présentent une activité opposée aux ions chlorures et
permettent de moduler la neurotransmission synaptique. Les dérivés du métabolisme comme
|'acétoacétate, le pyruvate, le phénylpyruvate, le kynurénate, I'a-céto-f-méthyl valérate, I'a-céto-
isovalérate modulent la neurotransmission en diminuant le remplissage des vésicules. Par exemple,
I'effet bénéfique du jeune dans le traitement de I'épilepsie serait di a la modulation de la

neurotransmission glutamatergique par I'acétoacétate % **

. Les corps cétoniques se fixeraient au
méme site de liaison que les ions chlorures et moduleraient I'activité des VGLUTs par coopération
négative. L'exploration de cette voie de régulation pourrait conduire a la conception de nouveaux

outils pharmacologiques pour les désordres neurologiques liés a I’excitotoxicité du glutamate.
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Figure 26: Régulation de la neurotransmission glutamatergique par coopération négative

des corps cétoniques .
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VGLUTs et désordres neurologiques

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du SNC. Pour cette raison, il se
trouve impliqué dans divers troubles neurologiques de facon directe ou indirecte. Les études menées
sur les souris-KO ont permis de montrer I'importance des VGLUTs, et notamment, d’appréhender
leur implication dans certains désordres neurologiques.

En 2004, Wojcik et coll. (ainsi que Fremeau et coll.) ont montré que les souris-KO VGLUT1

86, 110

meurent 2 a 3 semaines apres leur naissance . Les souris-KO VGLUT2 meurent d’insuffisance

11 Ces études montrent le role capital des VGLUTs

respiratoire immédiatement aprés leur naissance
dans le maintien des fonctions physiologiques chez le nouveau né. Des expériences similaires
réalisées chez les souris adultes (diminution de I'expression de VGLUT1 et/ou VGLUT2) ont montré
gue l'altération de I'expression de VGLUT1 est associée a I'anxiété, le désordre de I"humeur 12 Qinsi

13 ) altération

gue dans les désordres neurologiques tels que la maladie de Parkinson et I'épilepsie
de I'expression de VGLUT2 est associée également a une diminution de la dégénérescence des
motoneurones '**. Kashani et coll. ont montré en 2008 une corrélation entre la quantité de VGLUT1
et le score de démence associé a la maladie d’Alzheimer. Leurs études, réalisées sur des sujets a
différents stade de la maladie, ont montré une diminution prononcée de I'expression de VGLUT1
dans le lobe frontal de sujets atteints d’une forme séveére de neurodégénérescence **°. Cependant,
des études a plus grande échelle semblent modérées ces observations. D’autres études, comme
celles réalisées par Shen et coll. en 2010, Moechars et coll. en 2006, ou Mariana et Brumovsky en
2015, montrent également I'implication des VGLUTs dans la schizophrénie et les douleurs

112,116 pe plus, les deux sous-types sont exprimés au niveau des nerfs sensitifs de la

neuropathiques.
corne postérieure de la moelle épiniere suggérant également leur implication dans la perception des
douleurs nociceptives 1

Contrairement a VGLUT1 et 2, les souris-KO VGLUT3 survivent normalement. Néanmoins,
elles présentent un phénotype de surdité ainsi que des troubles accrus de I'anxiété et des problemes
de locomotion 8. De plus, la distribution spécifique de VGLUT3 dans les régions du cerveau, telles
que les couches I-lll et V-VI du cortex cérébral, renforce I'hypothése de son implication dans la
locomotion, et suggere un role primordial de ces transporteurs dans la régulation de I’"humeur, et la
récompense 1% 11,

Ces observations montrent que les transporteurs VGLUTs pourraient étre utilisés comme
outils pharmacologiques dans le diagnostic et/ou le suivi thérapeutique de la dépression, de

I'anxiété, la sclérose latérale amyotrophique, la schizophrénie, les douleurs neuropathiques

chroniques, les douleurs nociceptives, I'addiction, la maladie de Parkinson, et la maladie d’Alzheimer.
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Pharmacologie des VGLUTs

Nous avons vu que les VGLUTs sont des protéines transmembranaires transportant
spécifiquement le glutamate avec une faible affinité (1-5 mM). Le gradient chimique généré par la
pompe a proton et les ions chlorures sont nécessaires au transport. Les composés qui interagissent
directement avec les VGLUTs ou qui influent sur les parameétres physiologiques nécessaires au
transport, modulent la neurotransmission glutamatergique. Actuellement, la pharmacologie des
VGLUTs est assez pauvre. On distingue essentiellement des inhibiteurs de la recapture du glutamate.
Parmi ces inhibiteurs, certains interagissent directement avec la protéine VGLUT (inhibiteurs
compétitifs et non-compétitifs). D’autres modulent indirectement le transport en perturbant le
gradient électrochimique nécessaire au transport du glutamate (découpleur du gradient

électrochimique).

a. Inhibiteurs interagissant directement avec les transporteurs VGLUTs

i. Inhibiteurs compétitifs

ia. Les analogues du substrat

Parmi les modulateurs compétitifs de la neurotransmission glutamatergique, on distingue
notamment les analogues cycliques et non-cycliques du glutamate, comme la (2S, 4R)-4-méthyl-
glutamate (Clso = 0.7 mM), la L-trans-ACPD (Clso = 0.23 mM), ou la DL-trans-ACHD (Cls, = 0.8 mM) *%°.
Ces composés modulent également I'activité des récepteurs iGIuRs, mGluRs et les transporteurs

plasmiques EAATSs avec une bonne affinité.

@
_ o ®
o 1 T @oOC_O, OOCﬁQiNHg
ooc” ™>""coo : “CO0 H CO%

=S gHs ©)
(2S, 4R)-4-méthyl-glutamate DL-trans-ACHD L-trans-ACPD
C|50 =0.7mM C|50 =0.8 mM C|50 =0.23 mM

Schéma 11: Structures d’analogues cycliques et non-cycliques du glutamate modulant la

recapture du glutamate 2%,

i.b. Les analogues quinoléines et quinoxalines

Bartlett et coll. ont mis en évidence, en 1998, I'importance des motifs quinoléines et
qguinoxalines dans l'inhibition de la recapture glutamatergique. Les composés comme le kynurénate,
le xanthurénate, le 7-chloro-kynurénate, et le 2-quinoxaline-carboxylate présentent une bonne

affinité pour les VGLUTs (1-15 uM). Ces composés sont des modulateurs compétitifs du glutamate,
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mais agissent également au niveau post-synaptique sur les récepteurs ionotropiques iGluRs 66f, 120a,

121

S}
OH OH (elele}
X
L . O O
. ~—
@ ~ — @
N/ cod N COO N COO0 Cl N COO0
OH
2-carboxy-quinoxaline Kynurénate Xanthurénate 7-chloro-kynurénate
Clsg = 14 uM Clso = 11 UM Clso =4 uM Clso =2 uM

Schéma 12: Structures des meilleurs motifs quinoléines et quinoxalines modulant la

neurotransmission glutamatergique.

Le kynurénate est un composé endogéne neuroactif (anti-excitotoxique et anticonvulsif)
dérivé du métabolisme du tryptophane. Carrigan et coll. ont pharmacomodulé I’hydroxyle en
position 4 par un groupement acide carboxylique pour générer des motifs 2,4-dicarboxy-
quinoléiques (motif QDC). lls ont développé une série de ligands a partir de ce motif qui ont des

affinités plus ou moins bonnes ***

. Les études RSA réalisées sur ces ligands ont permis de mettre en
exergue certains sites pharmacophoriques, et notamment I'importance des charges négatives du
motif QDC, ainsi que I'importance de la taille du motif aryle hydrophobe. La pharmacomodulation du

122123 o5 deux meilleurs

motif phényle par le biphényle induit un gain d’affinité d’un log
modulateurs obtenus sont la 6-biphényl-QDC et la 6-(4-phénylstyryl)-QDC avec des affinités

respectives de 41 uM et 64 uM (Schéma 13 ci-dessous).

Clgg =41 uM Clso =64 uM
6-biphényl-QDC 6-(4-phénylstyryl)-QDC
e)
@ CcOoO
_ e)
N~ ~Co0
Clgo = 288 uM Clgg = 167 uM

Schéma 13: Structures d’analogues QDCs développés par Carrigan et coll. "2
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i.c. Les colorants azoiques

Les colorants azoiques sont des composés formés par une partie polaire reliée a un corps
hydrophobe via un lien azo. Ces molécules possedent au moins une charge négative assurée par le
groupement sulfonate. La charge négative est importante pour l'activité du ligand et jouerait le
méme réle que le groupement COO proximal du glutamate. Le groupement NH,, présent sur la
partie polaire de certains inhibiteurs, jouerait le méme réle que le groupement amino du glutamate.

124
d

Ce groupement ne semble pas indispensable a I'affinité du ligan . Actuellement, les colorants

azoiques inhibant des VGLUTs avec les meilleures affinités sont : le Jaune Brillant (JB, Clso = 15 nM), la
Chrysophénine qui correspond a I'analogue méthylé du Jaune Brillant (CP, Clsg = 27 nM), le Bleu

Trypan (BT, Clsq = 50 nM), le Bleu Evans (BE, Clsq = 90 nM), et le Violet Direct 51 (VD51, Clso = 148 nM)

124-125
"03S SOy
SOy
NH; OH
Z 3 OH NH3
N N
‘055 N N

Jaune Brillant Clsg = 15 nM

MeO
\Q ’N
N/

SOy
Z NH; OH v
) N 3 OH NH3
OSS " \©\ N
OMe

Chrysophénine Clgg = 27 nM Bleu Evans Clgg = 90 nM
‘038

e @N@

Violet Direct 51 : Clsg = 148 nM

Figure 27: Meilleurs modulateurs des VGLUTs parmi les colorants azoiques %,

Deux études de relation structure-activité, réalisées en parallele en 2014, ont permis

d’identifier les sites pharmacophoriques importants dans I'affinité des colorants azoiques ***%.
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1252 Cette étude a

Notre équipe a effectué une étude RSA sur les dérivés azoiques du BT
permis de mettre en exergue I'importance du motif aryle hydrophobe, et notamment I'impact de
I'augmentation de sa taille (motif phényle en biphényle) ou lincorporation de groupements
halogenes, qui induisent un gain d’affinité notable. Cette étude a également confirmé I'importance

des charges négatives du motif polaire naphtyl-disulfonique **°.

HoN H,N
g o o oo
O OH NHs F O OH NHs
‘058 SO5 ‘055 SOy

Clsg ~ 40 uM Clsp = 3.3 uM

HoN [ F ®
e T b
® .
cl O cl OH NHj3 N’N
/,N
N ‘058 SOy
0,8 SOy

C|50 =1.6 uyM C|50 ~ 25 IJM

Schéma 14: Importance de la taille dans les colorants azoiques dérivés du BT ***°.

Parallelement a ces études, Tamura et coll. ont effectué une étude RSA du Jaune Brillant et

ses dérivés . Leur étude a confirmé Iimportance de la charge négative du groupement sulfonate,
mais aussi I'importance du corps hydrophobe aryle, de la liaison azo, et du groupement accepteur de
liaison H (cette fois-ci, en para du lien azo). Ce groupement (OH dans le JB, OMe dans la CP) établirait
une liaison hydrogéne clé avec la Tyr195 qui empécherait la liaison du glutamate aux résidus chargés
(Arg184, His128 et notamment Glu191) dans la poche hydrophile des VGLUTs ***. La distance entre
I'atome d’azote de la liaison azo et I'atome d’oxygene chargé négativement du groupement
sulfonate (distance N-O) serait également un facteur important dans I'affinité des colorants
azoiques. Tamura et coll. ont ainsi montré que cette distance est similaire dans le Jaune Brillant (d(N-
0’) =9.324 A), le Bleu Trypan (d(N-O) = 9.799 A) et le Violet Direct 51 (d(N-O) = 8.274 A, d'(N-O") =

10.354 A) ¥4,

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version

59



Schéma 15: Importance de la distance entre I'atome d’azote du lien azo et 'atome

d’oxygéne chargé négativement du groupement sulfonate ",

On note que les colorants azoiques restent peu spécifiques a une concentration élevée. Par
exemple, le Bleu Evans inhibe de facon non-spécifique le transport gabaergique avec une affinité de
23 pM. L'inhibition non-spécifique est due a la perturbation du gradient électrochimique de proton.
Roseth et coll. ont montré, en 1995, que l'inhibition non-spécifique des colorants azoiques est

environ 15 x moins importante que la modulation obtenue par liaison directe au transporteur *%°.

ii. Inhibiteurs non-compétitifs

Parmi les modulateurs non-compétitifs des VGLUTS, on distingue notamment les analogues polyhalogénés de la
polyhalogénés de la fluorescéine, parmi lesquels le Rose Bengale (RB) posséde la meilleure affinité (Clg, = 25 nM) 7,

(Clsg = 25 nM) 27 pientrancosta et coll. (de notre équipe) ont effectué en 2010, des études RSA portant sur le Rose
portant sur le Rose Bengale et ces dérivés 128 Ces études ont permis l'identification de la forme bioactive des dérivés du
bioactive des dérivés du Rose Bengale (forme acide de la molécule, cf.

Schéma 16). La forme lactone induit une perte d’affinité. Ces études ont également permis
de souligner I'importance des substituants halogenes sur le motif xanthéne, et phényle. Notamment,
un modele pharmacophorique a été généré par modélisation moléculaire. Ce modele illustre
I'importance des substituants halogenes. Le site de liaison pour ce type de ligand n’a pas encore été
identifié. Certaines études suggerent une modulation allostérique, tandis que d’autres préconisent
une modulation par interaction avec des protéines nécessaires au transport du glutamate. Par
ailleurs, les dérivés du Rose Bengale sont non-spécifiques des VGLUTs et modulent I'activité des
VMAT2 avec une bonne affinité (Cls; = 64 nM). Leur effet sur le transporteur vésiculaire
d’acétylcholine (VAChT), a forte concentration (= 1 uM), est d{ probablement a une perturbation du

gradient électrochimique (Ki = 10 uM) "%,

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version

Schéma 16: Structures et modéle pharmacophorique d’analogues dérivés de la fluorescéine.
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iii. Découpleurs du gradient électrochimique

Les découpleurs du gradient électrochimique sont des composés qui modulent la recapture
du glutamate en dissipant la force motrice nécessaire au transport du glutamate. La force motrice
possede deux composantes : une composante électrique Ay, et une composante chimique ApH.

Les inhibiteurs, comme le DIDS (Clsp = 0.7 uM) et le SITS (Clsy = 0.2 uM), modulent le
transport du glutamate en annulant la composante électrique A. Les modulateurs, tels que la
nigéricine (échangeur H'/K"), la bafilomycine (ionophore K*, Cls, = 15 nM) la bromocryptine (Clso =

96d, 126

22 uM), la CCCP (Clsp = 50 uM), dissipent la composante chimique ApH . Ces composés ne sont
pas spécifiques du systéme glutamatergique. lls inhibent entre autres, le transport de tous
neurotransmetteurs nécessitant un gradient électrochimique via I'action sur I’ATPase (VMAT1 et 2,

VAChT, VIAAT, VGLUT1-3) % 126,

SCN
NCS NCS NH,
0,

0,8 3
DIDS SITS
C|50 = 0,7 HM C|50 =2 },I.M

Bafilomycine Bromocriptine
C|50 =15nM C|50 =22 H.M
Schéma 17: Structures de découpleurs du gradient électrochimique modulant la

recapture du glutamate.

iv. Modulateurs protéiques

Il existe d’autres modulateurs du transport glutamatergique comme l'inhibiteur de facteurs

protéiques IPF (composé de trois isoformes IPFa, B et y). Cette protéine inhibe le transport du

129

glutamate de facon non-spécifique avec une bonne affinité de 24 nM . Le tétrapeptide D-GIn-L-lle-

D-Glu-D-Trp, développé par Patel et coll. en 2007, inhibe également la recapture glutamatergique

130

avec une affinité de 465 UM . Pour ces composés, le mode d’action reste encore a déterminer.
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Chapitre li

Objectifs et axe de travail






A.Objectifs

Comme mentionné précédemment, le glutamate est le principal neurotransmetteur du
systeme nerveux central. Le systéme glutamatergique est impliqué directement ou indirectement
dans plusieurs désordres neurologiques. Les VGLUTs, en tant que meilleurs biomarqueurs du
systeme glutamatergique, représentent des cibles potentielles dans le suivi de différents troubles

neurologiques, et nous voulons mieux comprendre I'implication physiopathologique des VGLUTSs.

Problématique et inconvénient de la pharmacologie existante

La pharmacologie des VGLUTs reste malheureusement tres pauvre aujourd’hui. Parmi les
modulateurs de la neurotransmission glutamatergique, seules deux familles interagissent
directement avec les transporteurs VGLUTs. On distingue la famille des analogues du substrat
naturel dont les meilleurs composés sont le trans-ACPD (Clso = 0.2 mM) et la (2S, 4R)-4-méthyl-
glutamate (Ciso = 0.7 mM), inhibiteurs peu affins et non spécifiques. On distingue également la
famille des colorants dont le meilleur composé est le Bleu Trypan (Clso = 50 nM). |l présente une trés
bonne affinité pour les VGLUTSs, est sélectif, mais posséde une mauvaise biodisponibilité (probleme

de passage de la BHE). Par ailleurs, il présente une structure peu pharmacomodulable.

Famille des analogues du glutamate Famille des Colorants

@

© ~NH;
00C o0
H o
trans-ACPD
Clsg=0.2 mM
Peu affin et N
Non sélectif
f Choix du Rose Bengale
{ composé Lead Clgg =20 nM

Affin mais

\

/ \ Non sélectif
& ‘038 SO;H
= Hj H
e} B H e} N\ N/
00c”™>">coo O

w2z @

® O NH,
NH; O @D
(2S, 4R)-4-méthylglutamate N
C|50 =0.7mM ~ °N
H Bleu Trypan
Peu affin et HO.S SO
Non sélectif 3 3 Clsy = 50 mM

Selectif et affin

Schéma 18: Principales familles des modulateurs des VGLUTSs.

Nous allons dans ce projet, développer de nouveaux modulateurs des transporteurs

vésiculaires du glutamate. Pour cela nous nous somme fixés trois principaux objectifs.
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Objectif 1 : Conceptions de ligands affins et sélectifs des VGLUTs

Nous avons choisi le Bleu Trypan comme Lead pour notre étude car ce composé présente le
meilleur compromis affinité/sélectivité. Notre objectif principal dans le projet est la conception de
nouveaux analogues structuraux affins et sélectifs afin d’enrichir la pharmacologie des VGLUTs. Ces
composés serviront d’outils pharmacologiques dans la compréhension de [I'implication
physiopathologique des VGLUTs dans les désordres neurologiques. Des travaux préliminaires réalisés
dans I'équipe ont mis en évidence I'importance de certaines modifications sur les colorants azoiques
dérivés du BT, et notamment la taille du modulateur. On remarque un gain de 1 log entre le composé
LSP9-2126 et LSP9-2073 (modification du phényle en biphényle), ainsi qu’entre le composé LSP9-
2073 et LSP9-2105 (ajout d’'un second motif naphtyle).

LSP9-2126, Clsp = 20 uM LSP9-2073, Clsg = 6 uM LSP9-2105, Clsp = 0.6 uM
Composé de type A Composé de type B Composé de type C

Augmentation de la taille

Schéma 19: Amélioration de I'affinité lors de I'augmentation de la taille des composés

En se basant sur ces résultats, nous envisageons la synthese de composés de tailles
différentes. Parmi les molécules, on distinguera les composés de type A, B, et C. Cette stratégie
permet I'obtention de molécules de petites tailles, pour lesquelles les activités biologiques seront

directement comparées a celles issues du BT.

Objectif 2 : Conception de modulateurs post-fonctionalisables

Le BT est un composé difficilement pharmacomodulable et possede une mauvaise

biodisponibilité. Son affinité de 50 nM in vitro sur les vésicules purifiées, chute lors de son évaluation

66



dans des contextes plus physiologiques. En effet, des études préliminaires montrent une perte de 2

logs et 5 logs lors de I’évaluation de I'activité du composé respectivement ex-vivo et in vivo.

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version

Figure 28: Comparaison de |’affinité du BT in vitro (CEsy = 50 nM), ex vivo (CEsq = 2 uM) et
in vivo (CEsp = 1 mM). Dans I'expérience in vitro, les mesures sont effectuées sur des
vésicules purifiées a partir du lobe frontal, les mesures ex vivo sont effectuées sur des
tranches du lobe frontal (Dutar et coll.), I'évaluation in vivo mesure la réduction du

potentiel d’action au niveau du nerf auditif (Puel et coll.).

Un de nos principaux objectifs est donc la conception d’analogues structuraux du BT
facilement modifiables. Les nouveaux composés porterons des groupements fonctionalisables
permettant I'incorporation de motifs nécessaires a 'amélioration de la biodisponibilité (greffage de
motif type acide ascorbique, formation de liaison ester hydrolysable in vivo, etc.). En outre, les

nouveaux composés seront facilement radiomarquables. Les ligands, comme le **FDG (cartographie

123 123

cérébrale par scintigraphie), "’ IMIBG (détection de neuroblastomes), “’I-lodoflupane (diagnostic de
la maladie de Parkinson), le 'C-PiB et *®F-florbetaben (diagnostic de la maladie d’Alzheimer), sont
couramment utilisés en imagerie médicale. A I'instar de ces sondes, les nouveaux composés formés
durant le projet pourraient étre utilisés comme outils pharmacologies dans le diagnostic de
désordres neurologiques impliquant le systéme glutamatergique. Les techniques d’imagerie
médicale, telles que la tomographie par émission positronique, ou la tomographie par émission

monophotonique, seront d’un intérét particulier dans les études physiopathologiques.

Objectif 3 : Conception de modulateurs Fluorescents

Actuellement, I'évaluation des activités biologiques des molécules se fait par recapture du

glutamate tritié a lintérieur des vésicules entiéres fonctionnelles. Ce test exige des conditions
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précises de pH, de température et de concentration en sels ioniques (CI, Na*). En outre, le test se
heurte a certains artefacts dont le rélargage du glutamate tritié conduisant a un faible rapport
signal/bruit. L'un des objectifs du projet porte sur la synthése d’inhibiteurs fluorescents afin de
permettre le passage d’un test par quantification de glutamate tritié incorporé dans des vésicules
purifiées a un simple test de liaison par fluorescence sur membranes purifiées. Le test de liaison est
plus fiable et facilement reproductible. De plus, contrairement au test de compétition par
radiomarquage, il ne se heurte pas aux problemes de rélargage du glutamate. De plus, le test de
liaison par fluorescence permet d’évaluer un plus grand nombre de produits en utilisant peu de

matériels biologiques (Criblage).

membrane
vesiculaire

Figure 29 : Passage du test de compétition sur vésicules purifiées a un test de liaison par

fluorescence.
B.Présentation des axes du travail

Les études RSA et le docking par modélisation moléculaire ont permis de déterminer les sites
de fixation du BT sur les VGLUTs. On distingue notamment trois poches d’interactions. Au niveau du
site 1, la liaison du ligand se fait par le naphtyle poly-fonctionnalisé. Ce motif naphtyle atteint les
poches d’interactions hydrophiles de haute affinité situées en profondeur dans le transporteur. Au
niveau du site 2 la liaison du ligand se fait par le motif aryle hydrophobe. Ce motif interagit avec des
poches hydrophobes également situées en profondeur dans le transporteur. Le second motif
naphtyle se trouve en contact avec le cytosol (milieu aqueux). Il interagit avec les poches hydrophiles
de faibles affinités au niveau du site de liaison 3. Les interactions électrostatiques établies par ce
motif sont moins fortes en comparaison aux interactions du naphtyle situé a lI'intérieur du VGLUT

(Schéma 20 ci-dessous).
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Schéma 20: Sites de liaison du Bleu Trypan dans les VGLUTSs.

Nous avons envisagé trois types de pharmacomodulations potentielles pour la conception de
nouveaux ligands : incorporation d’un isostere fluorescent du naphtyle (interactions au niveau du site
de liaison 1), modification de la nature du lien azo (interactions au niveau des 3 sites de liaison), puis

finalement optimisation de la nature des substituants sur le motif aryle (interactions au niveau du

@ 1. Incorporation d'un isostére

Naphtyle2 ——— >  fluroscent du naphtyle
2. Optimisation de la nature

des substituants

N”N : Pharmacomodulation
du lien azo

site de liaison 2, Schéma 21 ci-dessous).

: Optimisation des substituants
du motif aryle

Schéma 21: Présentation des trois modifications majeures envisagées pour I'obtention
de nouveaux ligands.
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Partie A : Remplacement du naphtyle par un fluorophore

Pour atteindre les poches d’interaction hydrophiles, nous allons remplacer le naphtyle par un
isostere fluorescent. Nous allons remplacer soit un seul, ou les deux motifs naphtyles. La
pharmacomodulation d’un seul motif naphtyle conduira a des ligands « entiers » dissymétriques
tandis que le remplacement des deux motifs naphtyles conduira a des ligands « entiers »
symétriques. Les structures schématiques des deux types de ligand sont présentées dans le Schéma

22 ci-dessous.

® )
remplacement NH3 Isostére

d'un seul naphtyle N— Fluroscent du

oo iE

SO
J Composés dissymétriques
N+
N
SO5
@HO ° Isostére
HsN N— Fluroscent du
:> Isostére N Q O N naphtyle
Fluroscent du N’

remplacement naphtyle
SO;  des deux naphtyles
Composés symétriques

Schéma 22: Pharmacomodulation des motifs naphtyles par un isostere fluorescent.

Ces modifications touchent les sites 1 et/ou 3 lors de la liaison des ligands au niveau du
transporteur. Le choix du motif fluorescent est fait en fonction de la similarité des propriétés
physicochimiques avec le Bleu Trypan, telles que la solubilité, la polarité, le poids moléculaire, etc.
Les charges négatives présentes sur le naphtyle sont trés importantes dans la liaison du ligand au
transporteur. Pour cette raison, les motifs fluorescents sélectionnés posséderont idéalement une
charge négative. Nous avons choisi les motifs 4-méthyl-coumariniques et 3-carboxy-coumariniques.
Ces motifs fluorescents seront substitués par des petits groupements (H, OH, OMe, NET,) afin

d’améliorer I'affinité et les propriétés de fluorescence des composés finaux (Schéma 23 ci-dessous).
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motifs polaires coumariniques sélectionnés

| X COOH | N X

=
“F oo R oo
3-carboxy-coumarine 4-méthyl-coumarine

R =H, OH, OMe, NEt,

Schéma 23: Isosteres fluorescents du motif naphtyle choisis pour la formation des
nouveaux ligands.

Partie B : Pharmacomodulation du lien azo

Dans la seconde partie, nous allons remplacer le lien azo par d’autres espaceurs comme la
liaison alcéne, alcyne, triazole, ou en supprimant tout simplement I'espaceur. Ces transformations
nous permettront d’évaluer I'importance de I'espaceur dans la liaison des ligands au niveau des
VGLUTs. On pourra estimer l'influence de différents types d’interactions faibles établies, mais
également de la géométrie imposée aux composés par I'espaceur. La modification de I'espaceur

touche donc les trois sites de liaison.

i
X=X
2 (espaceurs)

. N
N - PN

N e W N
I I P

diazo alcéne alcyne triazole

Schéma 24: Pharmacomodulation du lien azo.

Partie C : Pharmacomodulation du motif aryle hydrophobe

Dans cette derniere partie, nous allons tenter d’améliorer I'affinité des ligands en variant la
nature des substituants du motif aryle. Les petits groupements hydrophobes comme le méthyle, le
méthoxy, le chlore ou le fluor pourront étre incorporés. Ces groupements modifient la densité
électronique du motif aryle et peuvent établir des liaisons, notamment au niveau des interactions

hydrophobes (site de liaison 2).
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motifs aryles hydrophobes

Biphényle
R =H, Me, OMe, CI, F
Schéma 25: Variation de la nature des substituants du motif aryle hydrophobe.
Nous espérons obtenir a la suite de ces trois pharmacomodulations, des modulateurs affins,
sélectifs, et fluorescents des VGLUTs qui pourraient étre utilisés comme outils pharmacologiques.

Dans les paragraphes suivants nous allons présenter en détail la synthése des ligands ainsi que leurs

évaluations des activités biologiques.
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Chapitre Il

Conception des inhibiteurs
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Introduction

Les coumarines sont des molécules naturelles tres utilisées en cosmétique et en
agroalimentaire. Elles sont, par exemple, utilisées comme agents azurants dans I'industrie du textile,
pour la fabrication de détergents, ou de papiers . Elles sont également utilisées par les chimistes et
les biologistes pour leurs propriétés de fluorescence, ou en pharmacologie comme structures
privilégiées (au sens d’Evans). On les retrouve dans plusieurs substances actives, ** telles que les
anticoagulants, les antibiotiques, les anti-tumoraux, les anti-HIV, les anti-hypertensives, les anti-

33 Nous avons choisi les coumarines comme synthons de base pour nos

inflammatoires, etc.
molécules, pour la simplicité de synthese, leurs propriétés intéressantes de pharmacomodulation et
de fluorescence **. Dans la littérature, il existe différentes méthodes de synthése des coumarines.

Ces méthodes utilisent pour la plupart les dérivés du phénol (Schéma 26 ci-dessous).

Knoevenagel
OH
A "
R—: P o R"<_ COOEt
Reformatsky Z von Pechmann
OH (0] X OH
N R OO0t M__cookt R—!(j/
Y Br
\ / Métathése

Perkin R

XN

L0 I == Ty
Z N\ S

N W rCY O __/COOEt
' PhyP=
ZoH 3

Baylis Hillman R' Wittig

Claisen Pd catalyse

OH
| = ° ! N
R—r _ R— P
A R
R' R'

Schéma 26: Résumé des stratégies décrites pour la formation des coumarines.
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VI. Formation de coumarines en condition acide

La formation des coumarines en condition acide peut se faire par réarrangement de Claisen

135 136

en présence d’un acide de Brgnsted comme le TFA **°, ou un acide de Lewis comme AICl; ~°. Cette
méthode est généralement utilisée pour la formation des coumarines. Sunitha et coll. ont, par
exemple, utilisé la catalyse en présence d’AlCl; pour former des méthylénes coumarines 3 par

réarrangement a partir d’allyl-aryl-éthers 2, avec de bons rendements variant entre 65 - 80%.

AICI; (2 équiv.)

>
0 60 - 80% 0~ 0O (isomérisation) o~ o
2 3a 3
R =H, Me, CI R =H, Me, CI

Schéma 27: Formation de coumarines par réarrangement de Claisen .

La méthode la plus décrite pour la formation des coumarines en milieu acide reste la
condensation de von Pechmann. La réaction présente de nombreux avantages : i) des conditions de
synthése tres simples a mettre en place ; ii) une trés grande disponibilité des réactifs, ainsi que, dans
certains cas iii) la purification facile du produit final par précipitation dans la glace. La formation de la
coumarine se fait en milieu acide fort en présence d’un dérivé phénolique et d’un B-céto-ester.
L’acide utilisé lors de la réaction peut étre un acide de Brgnsted comme H,S0, **’, le CF;COOH ™%, le

10 "utilisation d’acides de Lewis, comme AICl; **, ZnCl, '*,

CF3SO5H **°, le pentoxyde de phosphore
BiCl; ', InCl; *** ou I'isopropoxide de titanium (Ti(Oipr),) *>, a également a également été décrite. La
réaction peut également étre réalisée en catalyse hétérogéne avec l'utilisation d’agents de
condensation comme le Zeokarb 225, I’Amberlite IR.120 *°, le Nafion-H, la zéolite H-BETA .

Certaines méthodes utilisent la catalyse aux microondes '*. D’autres utilisent des liquides ioniques

149 14

ou la silice mésoporeuse . La méthode de von Pechmann est généralement adaptée a la
synthése des 4-alkyl-coumarines. Parmi tous les catalyseurs mentionnés ci-dessus, I’acide sulfurique
est principalement utilisé dans la littérature. Les conditions réactionnelles et les rendements varient
beaucoup en fonction de la nature des réactifs et notamment en fonction de I'encombrement
stérique et du caractére électrodonneur ou électroattracteur des substituants portés par le phénol et
le B-céto-ester. Les diphénols et notamment les dérivés du résorcinol donnent en général de bons
rendements en raison de l'activation du cycle aromatique par les groupements hydroxyles. Dans ce
cas, la réaction se fait trés souvent a basse température (< 0 °C). Kathuria et coll. ont, par exemple,

utilisé cette méthode pour développer des dérivés 7-hydroxy-4-méthyl-coumarinyles 6 avec des bons

rendements variant entre 75 - 80% **’°.
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Q Q H,SO,.conc., 0°C, 3- 4 h. =
HO OH * M Et >
© 75 - 80% HO 0" "0
R Rll R
4 5 6
R=H, OH
R" = Alkyl

Schéma 28: Formation de coumarines par la méthode de von Pechmann via la catalyse a

I'acide sulfurique **°.

L'un des avantages majeurs de la catalyse a I'acide sulfurique réside dans la purification par

1370.¢ " Dans le cas des composés

précipitation de la coumarine dans la glace a la fin de la réaction
difficilement purifiables, la catalyse hétérogene peut étre une alternative assez intéressante. Une
méthodologie sur résine échangeuse de cation (Zeokarb225 ou Amberlite IR.120) a été développée
par John er Israelstan en 1961. Elle conduit a la formation des coumarines avec des rendements tres
variables (9 - 80%) *°. D’autres stratégies plus récentes et plus innovantes, comme la catalyse sur
silice mésoporeuse greffée par un acide sulfonique sont également des alternatives. Karimi et
Zareyee ont utilisé cette méthode en 2008 pour former des composés 4-méthyl-coumarinyles avec

de bons rendements variant de 30 - 90% **.

Zeokarb225 (20 - 40% (m/m)),
Hexane, 120 °C, 5 - 40 min,

O O 9 - 80% "
N OH ° X R
A + ou R—I
RU OFEt > T
R" SMO (7% mol), 130 °C, o 70
- i - o,

7 8 4 -90 min, 30 - 95% 9
SMO = silice mésoporeuse organisée, R =H, Me, OH, OMe, NH,, Ar
gréffée a un acide sulfonique R" =H, Me, Et

Schéma 29: Formation de coumarines par la méthode de von Pechmann via la catalyse
hétérogene "',

La méthode par catalyse acide présente certains avantages mais également quelques
inconvénients et notamment la sensibilité aux conditions acides comme certains groupements
protecteurs. Une autre limite de la méthode réside dans la possible formation de régioisoméres dans

le cas de phénols non symétriques (Schéma 30 ci-dessous).
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R' R'
o o Acide gﬁ Bransted m X
+ > +
R OH R-MGEA R 0" ~0 0~ ~O0

Acide de Lewis
R
10 11 12 13

GEA = groupement électroatracteur

Schéma 30: Formation de régioisomeres lors de la formation de coumarines par
condensation de von Pechmann.

VIl. Formation de coumarines en condition basique

Parmi les méthodes de formation des coumarines en milieu basique, on distingue
notamment la condensation de Knoevenagel, les réactions de Perkin, de Reformatsky ou la
cyclisation intramoléculaire a partir de I’adduit de Baylis-Hillman.

La réaction de Knoevenagel est une méthode de synthése découverte par Emil Knoevenagel
en 1894. Cette réaction permet la formation d’une double liaison carbone-carbone par condensation
d’un carbanion sur un aldéhyde en présence d’une base faible comme la pyridine, la triméthylamine

152

ou la pipéridine. La base faible peut étre ajoutée en quantité catalytique (0.2 - 0.4 eq) ~* ou en trés

13 La méthode est généralement

grande quantité et servir souvent de solvant pour la réaction
utilisée pour la formation des coumarines substituées sur le carbone 3. A partir des dérivés du 2-
hydroxybenzaldéhydes, elle conduit a la formation des coumarines avec des rendements tres
variables dépendant des conditions réactionnelles et de la nature des réactifs utilisés **. Vekariya et
Patel ont écrit en 2014 une revue sur les conditions utilisées lors de la formation de coumarines par

la méthode de Knoevenagel ™*

. Nous constatons que la méthode de Knoevenagel se fait avec des
rendements satisfaisants en général (40 - 98%), avec une variabilité considérable de substituants et
de conditions (solvant : EtOH, MeCN, Dioxane, THF, H20 ; T°C:de 0 °Ca 100 °C ou plus, Temps : 2 -
24h généralement, réaction en phase homogéene ou en non, catalyse sous microondes, résines
échangeuses d’ions, liquides ioniques, etc.). Mohareb et coll. ont développé la synthése de molécules
actives (antibiotiques et antifongiques) avec de bons rendements > par la méthode de Knoevenagel.
On peut également énumérer les travaux de Shaabani et coll. qui ont utilisé le liquide ionique
recyclable 1,1,3,3-N,N,N’,N’-tetramethylguanidinium trifluoroacetate (TMGT) a chaud ou sous

microonde pour former des coumarines avec des rendements satisfaisants **°.
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H H O pipéridine, 1,4-dioxane, H H
NTN\NJ\/CN reflux, 4 h _ NN Y \@
H X0 S

s @(\ 68% oo

14 OH 15
(0] (0]
pipéridine, éthanol N
\S /N‘H CN reflux, 3 h - A H’ A }/@/
N 9 N
"Ph 6% 0" "0 pn
16 17

69 - 75%

§ 1§
O =0 6 0 TMGT, microonde, 2 -4 min O A R
0 (o)
18

R = OMe, OEt TMGT = 1,1,3,3-N,N,N',N'-tetraméthyl- R = OMe, OEt
guanidinium trifluoroacétate

Schéma 31: Formation de coumarines par condensation de Knoevenagel >**°.

Les réactions de Baylis-Hillman, de Perkin, de Reformatsky ou la réaction de Wittig utilisent
les dérivés du 2-hydroxybenzaldéhydes comme réactifs. Dans la réaction de Perkin le 2-
hydroxybenzaldéhyde réalise une transestérification sur I'anhydride acétique suivie de la cyclisation
pour la formation de la coumarine. L'inconvénient majeur de la méthode est I'utilisation de
conditions tres dures (A = 200°C) et la formation du produit avec de faibles rendements. La méthode
est peu utilisée dans la littérature pour la formation de coumarines substituées sur le carbone 3 ou 4.
La réaction de Reformatsky se fait par condensation d’un énolate zincique sur I’hydroxybenzaldéhyde
suivie de la lactonisation. La réaction Baylis-Hillman permet la synthese d’intermédiaires utilisés
principalement dans la formation de coumarines substituées sur la position 3 **’ par catalyse en
milieu basique (DABCO généralement). En 2004 Kaye et coll. ont utilisé cette méthode pour
développer des composés possédant une activité anti-HIV. Tout comme la rection Perkin, les
méthodes de Baylis-Hillman et de Reformatsky sont peu utilisées dans la littérature pour la formation

des coumarines.
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o}

ﬁOtBu

OH O
R! DABCO, CH,Cl, R! HX, Ac;O/ACOH, R!
S0 25°C, 7 jours OtBu reflux, 1 h A X
—_— —_—
OH  40-70% OH 95 - 98% o o
R2 R2 R2
21 22 X=Cl | 23

adduit de Baylis-Hillman

1
R'=H,Cl, Br R X Nu Substitution Nucléophile
2 _ -
R“=H, Cl, Br, OMe, OEt o X0
Nu = Alkyl, aryl 2
R
24

Schéma 32: Formation de coumarines via la méthode de Baylis-Hillman **’.

VIll. Formation de coumarines : autres méthodes

D’autres méthodes peuvent étre utilisées dans la formation des coumarines. |l est difficile de
faire une liste exhaustive de toutes ces méthodologies. On peut notamment citer les réactions de
Wittig, les réactions palladocatalysées ou la métathese.

La rection de Wittig se fait par condensation d’un ylure de phosphore sur un dérivé carbonylé
2-hydroxy-phényle. La cyclisation, pour la formation de la coumarine, se fait ensuite par
lactonisation. L'inconvénient majeur de la réaction de Wittig réside dans la formation majoritaire de
I’alcéene E, la transestérification intramoléculaire nécessaire a la formation de la coumarine ne
pouvant se faire qu’a partir du stéréoisomere minoritaire Z. La difficulté de la purification des
produits, dans ce cas, peut étre aussi un autre facteur limitant. En 1997, Cartwright et McNab ont
développé une technique permettant d’obtenir les coumarines avec de bons rendements (75 - 96%)
par réaction de Wittig. Dans leur stratégie, la formation du produit se fait par Flash-Vacuum-
Pyrolysis (FVP) a haute température (750 °C) permettant I'isomérisation du stéréoisomere E en Z 2.

Dans le mécanisme de la réaction, la formation de la coumarine se fait via un intermédiaire céténe

(Schéma 33 ci-dessous).

R COOEt i - i R R'
X0 PP Flas? Vacugm Pyrolysis B
+ 3 750 °C, 5 min. o
OH R > oo

75 - 95%

25 26 27
R = H, CI, NO,

R'=H, Me

Schéma 33: Formation de coumarines par réaction de Wittig via la pyrolyse **%.
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La métathese peut également étre une alternative dans la formation des coumarines non
possible via les méthodes citées précedemment. Chatterjee et coll. ont utilisé cette méthode sur des
2-hydroxybenzaldéhydes substitués. La formation des coumarines se fait a partir des intermédiaires
28 par RCM (Ring Closing Métathésis) en utilisant les catalyseurs de Grubbs au ruthénium de seconde

159

génération avec de bons rendements variant de 75 - 90% . Schmidt et coll. ont également utilisé la

métathése pour la conception d’anti-leshmaniose avec des rendements satisfaisants *° (Schéma 34

ci-dessous).
R
Grubbs II (5 - 10 mol%), R"
R DCM, 40 °C, 12 h. N
(o) 75-90% o o
s
o)
28 Y 29
‘e Ph "V
Grubbs I: “ ‘13-* R =H, Me
| el R"=H, Me
PCys,
= Grubbs Il (5 mol%)
/g Toluéne, 80 °C, 2.5 h. _ N Ar-X, [Pd] N
MeO 0”0 = e —_—
X 95-98% MeO o Yo MeO o0 o
X Ar
30 31 32
X =Br, |

Schéma 34: Formation de coumarine par métathése.

L'inconvénient majeur de la métathése est le prix élevé et la sensibilité des catalyseurs a
I’oxydation. Les réactions palladocatalysées peuvent étre une option intéressante. Plusieurs équipes
ont utilisé cette méthode pour former des coumarines. Comme exemple, nous pouvons citer les
travaux de Sasano et coll. ainsi que Ferguson et coll. qui ont formé des coumarines par
cyclocarbonylation & partir des 2-hydroxystyrénes respectivement en présence de CO, *** et CO '*%
D’autre équipes, comme Song et coll. ont formé des coumarines par catalyse au Hf(OTf), a partir des
intermédiaires alkyl- ou aryl-alcynes . Reddy et coll. ont également utilisé les intermédiaires alkyl-
ou aryl-alcynes pour la formation de 3-iodocoumarines par iodo-cyclisation 6-endo-dig dans des
conditions trés douces (I, dans DCM ou toluéne & 25 °C) '*. Les iodocoumarines peuvent étre

utilisées comme synthons dans la formation d’autres molécules plus complexes.

81



Pd(OAc), (10 mol%), phénantroline (0.1 équiv.),
COfair (1:1, 3 atm.), MeCN, 110 °C, 20 h.

R R
55 - 85%
R—L = ou - R =
=
OH Pd(OAc), (5 mol%), Cs,CO5 (3 équiv.), 0" "0
CO5 (1 atm.), 100 °C, 6 - 18 h, diglyme
33 80 - 90% 34
R =H, Me, OMe
R'=H, Me, Ar
Ho R R’ R'
I, (1.3 équiv.), A
N DCM, 25°C, 0.2-12h __ A NS b _AX [Pd] < A
S Et > u —_— >
Z~omom ° 50 - 90% >0 N0 o o
35 36 37
R = iPr, Cl, NO,
R'=H, Me, Ph

Schéma 35: Formation de coumarines par réactions palladocatalysées *¢*16% 164,

Apres cette présentation des différentes méthodologies de synthese des dérivés
coumariniques, nous allons détailler les synthéses des analogues structuraux du Bleu Trypan dans les

paragraphes suivants.
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Partie A: Synthese des synthons
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Introduction

Parmi les dérivés du Bleu Trypan, on distingue les analogues phényldiazényl-naphtaléne-
disulfoniques (composés de type A), les analogues biphényl-naphtaléne-disulfoniques (composés de
type B), et les analogues strictes (composés de type C). Ces ligands serviront de référence pour le

développement des nouveaux analogues structuraux.
Composés de types A Composés de types C

X R’ N 1 @
R
\©[ N PN Qn s
p O O N
) N OO
‘038 SO5 - SOy

0,8

D C- 2
R OH NH,3 ﬁ R
poe J .
03S SO N \/\
38 /\\l\
R />0 S0
R 2
| N Y
Al /L cHl
)
. R? .
Analogues phényl-coumarinyles 39 Analogues entiers

U R'=Me, COOH

1 =
Composés de types B R2 H, Cl, F, Me, CF5, OMe
R =H, OH, OMe, NEt,

HaN
O o . X =H, Br, |
O OH NHj
N
noe
0,8 SOy

B-ll

Analogues biphényl-coumarinyles
Schéma 36: Structures des différents types de composés.

Lors de la synthése des analogues fluorescents, les équivalents phényl-coumarinyles A-ll
seront d’abord développés. Une comparaison de I'affinité est ensuite effectuée avec le dérivé

azoique A-l correspondant pour juger de la potentialité de synthése des analogues biphényl-
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coumarinyles B-ll et surtout des entiers C-ll symétriques (dans la partie sur les évaluations des
activités biologiques).
Nous avons en notre possession deux types de motifs coumariniques qui seront utilisés

comme isostere du naphtyle : les motifs 4-méthyl-coumariniques et 3-carboxy-coumariniques.

AN AN COO
R— _ R—u _
o” ~0O o "0

40 Y|
motifs 4-méthyl-coumariniques  motifs 3-carboxy-coumariniques

Schéma 37: motifs coumariniques utilisés comme isostére du BT.

Le remplacement du naphtyle par les motifs 4-méthyl-coumariniques permettrait de prouver
I'importance de la charge négative des groupements sulfonates anioniques tandis que les motifs 3-
carboxy-coumariniques permettraient de valider cette hypothése. Dans le chapitre Il, nous avons
montré que I'un de nos principaux objectifs était la variation du lien azo, en liens alcene, alcyne,
triazol ou directement lié (sans espaceur). Par conséquent, nous distinguons différentes familles de
molécules en fonction de la nature du lien entre le motif aryle hydrophobe et le motif coumarinique

polaire (Schéma 38 ci-dessous) :

R3
Composés diazényl-coumarinyles Composés vinyl-coumarinyles Composes éthynyl-coumarinyles
R' = 4-Me, 3-COOH
N=N ]
S \ R'=H, OMe
R N N COOH R? = H, OMe, NEt,
) R%=H, OMe
R oo R=H, Br, Ar
Composés triazol-coumarinyles Composés phényl-coumarinyles Nauture des substituants

Schéma 38: Liste des analogues phényl-coumarinyles.

Les méthodes utilisées pour la synthése des composés differeront en fonction de la nature du
lien entre le motif coumarinique et le motif aryle. Nous avons envisagé une synthése convergente
dans laquelle les analogues diazényl-coumarinyles seront formés en utilisant des synthons
coumariniques simples (coumarines non-substituées sur la position 6), les analogues éthynyl-, styryl-
et phényl-coumarinyles, quant a eux, seront obtenus en utilisant des synthons 6-iodo-coumariniques.

Enfin, la synthése des analogues triazol-coumarinyles se fera a partir des synthons 6-azido-
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coumariniques. Le Schéma 39 ci-dessous montre la synthese convergente des analogues structuraux

fluorescents du Bleu Trypan :

NamCOOR" R I COOR"
R2 0" o Rz/QCO o R? 0" o X =H, Br, NH,
R3
42 43 44 R=H, z@

\ R"=H, Et
R = Me, COOR
R? = H, OH, OMe, NEt,
R%=H, OMe
Z = BnO(CO)-
Ar,

Ar.
N X
N/NmCOOH Ar\N,,N \j\l\ \@(XCOOH Ar\/mCOOH Ar N COOH
R2 o~ o R? (o} R2 o Yo R2 o~ o R2 o X0

lien triazole lien azo lien alcyne lien alcéne "sans lien"

Schéma 39: Synthése convergente a partir des synthons coumariniques et des

précurseurs phényliques et biphényliques.

87



IX. Syntheése des synthons coumariniques

Dans ce paragraphe, nous allons détailler la synthése des synthons coumariniques. On distingue trois
types de synthons coumariniques : les synthons coumariniques simples, 6-iodo-coumariniques et 6-
azido-coumariniques (Schéma 40 ci-dessous). Nous allons détailler la synthése de ces synthons dans

les paragraphes suivants.

N3 COOR" R [ COOR"
L= o0, = 2O
R? 0”0 R2 /@/Lo R? 0”0
R3
42 43 44

R"=H, Et

R’ = 4-Me, 3-COOR

R? = H, OH, OMe, NEt,
R3 =H, OMe

Schéma 40: Structures des synthons coumariniques.
IX.1. Synthése de la 7-hydroxy-4-méthyl-coumarine

Parmi les différentes méthodes permettant I'acces aux 4-méthyl-coumarines, décrites dans
I'introduction de ce chapitre, notre choix s’est porté sur la condensation de von Pechmann. La
formation de la 7-hydroxyl-4-méthyl-coumarine nécessite I'utilisation du résorcinol, en présence d’un
catalyseur acide de Lewis ou de Brgnsted. Nous avons effectué la réaction a froid (0 - 5 °C), en
présence de H,SO, et d’acétoacétate d’éthyle (Schéma 41 ci-dessous). L’acide sulfurique joue un

double role, solvant et activateur.

CHs;

o O H,SO,4 conc. 95%

) ’ AN
O R G Uy +

H,C OEt HO OH >~ o

o o” ~Oo

77%
45 46 47

Schéma 41: Formation de la 7-hydroxy-4-méthyl-coumarine 47 par condensation de von
Pechmann.

Un mécanisme plausible a été proposé par Robertson et coll. pour la formation des 4-alkyl-
coumarines. Ce mécanisme a été vérifié expérimentalement via la caractérisation d’un intermédiaire

1 et théoriquement via des études énergétiques des états de transition et

clé stable
d’intermédiaires réactionnels, par DFT (théorie de la densité fonctionnelle, 1%6) Dans ce mécanisme,
le noyau aromatique riche en électron réalise d’abord une attaque nucléophile sur la cétone de
I'acétoacétate d’éthyle activée par H,SO,. Cette premiere étape lente est suivie de la rearomatisation
du cycle aromatique, puis d’'une déshydratation (élimination E1) conduisant a l'intermédiaire 47f

relativement stable (un dérivé du cinnamate d’éthyle). Cet intermédiaire est expérimentalement
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caractérisable par GC-MS La derniére étape concerne la formation de la coumarine par

lactonisation a partir de I'isomere Z de I'intermédiaire 47g (Schéma 42 ci-dessous).

o H . H
o) o} {0 Ho
/‘\}|\/U\ H OFEt o, O
OEt AN O
) 47a —_— H @ (0] I OEt
(0] OH ~O OH
/ HO OH
H 47b
46 47¢c
- Hzo
(0] (0]
o oo I
- * OEt t
OFEt H30
007 H (g‘ OH
HO OH - ? o7 I
H H N H
H  H
47f 47e 47d
E majoritaire, Z minoritaire Carbocation
stabilisé par mésomerie
1 Protonation
X Prototropie XN o
N ®H AN O- 4‘)» { OH
=g — ® H P — H
HO o I\~ - HO Q Q: HO 0" (05
|
H O H Et L
-EtOH
479 47h 47j
X
HO o~ "0

47

Schéma 42: Mécanisme proposé par Robertson et coll. pour la formation de coumarines
- 1 1 1 1
par la méthode de von Pechmann 1% 1632 166,167

On remarque le réle important des protons fournis par H,SO, (initiation de la réaction par
activation de I'acétoacétate d’éthyle pour former 47a). La condensation se fait sur le carbone 4 du
résorcinol. Elle est cinétiquement défavorisée sur le carbone 2 a cause des effets inducteurs

attracteurs associés a I'encombrement stérique engendré par les groupements hydroxyles.
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IX.2. Synthése des synthons 3-carboxy-coumariniques

1.2.1. Synthéses des motifs 3-carboxy-coumariniques simples

Conditions réactionnelles et mécanisme

Nous avons effectué la formation des 3-carboxy-coumarines par condensation de
Knoevenagel en présence d’un dérivé du 2-hydroxybenzaldéhyde (pKa < 9), d’une base faible comme
la pipéridine (pKa = 11.2), de l'acide acétique (pKa = 4.8), et d’un nucléophile comme I'acide de
Meldrum (pKa = 4.97) ou le malonate de diéthyle (pKa = 13). La pipéridine et |'acide acétique jouent
le r6le d’activateur, ils sont ajoutés en quantité catalytique. La réaction se fait dans I’éthanol a reflux

(Schéma 43 ci-dessous).

Pipéridine (10 - 40 mol%),

AcOH (1 - 10 mol%), COOR'
N R OR
/E;(\O * j\/i FtOH, 80°C, 161 O\/\/\[
R2 OH o) o o R? (O

48 - 100%
48 49 50
R2 = H, OH, OMe, NE, R = Et (Malonate de diéthyle), R?=H, OH, OMe, NEt,
T ’ R = C(Me), (Acide de Meldrum) R = H, Et

Schéma 43: Formation de 3-carboxy-coumarines a partir du malonate de diéthyle et
I’acide de Meldrum.
Le mécanisme de formation de la coumarine est similaire lors de ['utilisation des deux

composés 49. Nous allons présenter le mécanisme dans le cas de l'acide de Meldrum. Deux

168 169
I . L

mécanismes sont généralement admis: via la formation d’'un amina ou d’un iminium a
condensation via I'aminal, proposée par Bednarz et coll. en 2009, est favorisée dans les solvants
aprotiques comme le toluéne tandis que la condensation via I'iminium, proposée par Hann et
Lapworth en 1904, est favorisée dans les solvants protiques. La réalisation de la réaction dans
I’éthanol (solvant protique), et notamment la présence de |'acide acétique, favorisent donc la

168170 | a pipéridine catalyse la condensation de I'acide de Meldrum sur

formation de I'iminium 50a
ce dernier pour former l'intermédiaire 50d via un mécanisme de type E1cB (élimination
monomoléculaire a partir de la base conjuguée). La derniére étape conduit a la formation de la

coumarine 50 par lactonisation.
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Schéma 44: Mécanisme de formation de 3-carboxy-coumarines proposé par Hann et
Lapworth %,

Les groupements mésomeres donneurs types OH, OMe ou NEt, facilitent la formation de

I'intermédiaire 55f (mécanisme E1cB, Schéma 45 ci-dessous):

(0] O O
S e .ﬁ
0 O Pprototropie HO o
= —~ >
~
OH (0] OH
55¢ 55d 55e

i Tautomérie

X

o O

COOH
= o)

HO o” "0 <

55 55f
Schéma 45: Assistance électronique des groupements mésomeéres donneurs dans la
formation des coumarines.
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Formation des produits

a. Apartirde l'acide de Meldrum

L'avantage de 'acide de Meldrum est I'obtention de I'acide carboxylique directement a la fin
de la réaction. La condensation de Knoevenagel, réalisée en présence de I'acide de Meldrum, n’a
malheureusement pas permis |'obtention des produits souhaités a cause de problemes de
purification des coumarines acides. Pour cette raison, nous avons remplacé I'acide de Meldrum par le

malonate de diéthyle.
b. A partir du malonate de diéthyle

Les coumarines obtenues a la fin de la réaction, avec le malonate de diéthyle, sont des éthyl-
coumarine-3-carboxylates. L’ester éthylique est saponifié pour former le 3-carboxy-coumarine-acide

final (Schéma 46 ci-dessous).

1. Pipéridine (10 mol%), AcOH (1 mol%),

Cﬁo +  OEt OEt EtOH, 80 ° C, 16 h O\/\ICOOH
R2 OH OMO R 0o

2. NaOH (37 équiv.),
EtOH/H,0 (1:1), réflux, 16 h

Y

48 52 50
R® Nom 1. Condensation 2. Saponification
H 53 48% 89%
OMe 54 90% 76%
OH 55 Quantitatif 45%
NEt, 56 73% 20%

Schéma 46: Formation de 3-carboxy-coumarines a partir du malonate de diéthyle par
condensation de Knoevenagel.

Les rendements de la condensation et de la saponification varient beaucoup en fonction de la
nature des substituants du dérivé 2-hydroxybenzaldéhyde. La trituration dans EtOH, quoi que
responsable du rendement faible de I'étape de saponification, est nécessaire pour obtenir les
produits purs sans passer par une purification fastidieuse sur colonne chromatographique. Comme
indiquée dans le Schéma 45, la réactivité de I’hydroxybenzaldéhyde vis-a-vis du malonate de diéthyle
s’améliore en présence des groupements électrodonneurs, de méme que le rendement de la

réaction.
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H OH Et;N OH MeO OH HO OH
57 58 59 60
48% 73% 90% quantitatif

Schéma 47: Réactivité des hydroxybenzaldéhydes substitués vis-a-vis du malonate de
diéthyle.

1X.2.2. Synthése des synthons 6-iodo-coumariniques

La synthese des synthons 6-iodo-coumariniques peut se faire par iodation a partir des
hydroxybenzaldéhydes 63 (iodation suivie de la formation de la coumarine, voie 1), ou a partir des

motifs coumariniques simples 50 correspondants, par iodation (voie 2).

! voie1 | :
A — iI:::[i§o |
; R? OH :

[ COOH : !
A \ 62 ! ; @ o)

. voie 2 ~COOR
61 L m l 63
; R? 0~ o :

50
Schéma 48: Rétrosynthése de synthons 6-iodo-3-carboxy-coumariniques.

Voie 1 (iodation sur I’hydroxybenzaldéhyde substitué)

Nous avons effectué la synthése de quatre synthons 6-iodo-coumariniques. Deux motifs (6-
iodocoumarine et 6-iodo-7-méthoxy-coumarine), dont les formations via la voie 1 conduisent a des
rendements globaux faibles (< 10%), ont finalement été synthétisés via la voie 2, par iodation sur le
2-hydroxybenzaldéhyde substitué 63 suivie de la formation de la 6-iodocoumarine 61 (Schéma 49 ci-

dessous).

1. malonate de diéthyle (1.2 équiv.),
pipéridine (10 mol%),

ICI (1.1 équiv.), I AcOH (1 mol%),
J:::IiQRD AcOH, 40 °C, 16 h iI::]:f§o EtOH, 80 °C, 6 h I\I:::I:QTI;COOH
R? H 2
© R OH . 5

2. NaOH (37 équiv.) R o)
- 62 EtOH/H,0 (1:1), reflux, 16 h o1
R’ Nom lodation Condensation Saponification
H 64 37% 72% 93%
OMe 65 49% quantitatif 96%

Schéma 49 : Formation des synthons 6-iodo-coumariniques précurseurs 64 et 65.
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Voie 2 (iodation sur la coumarine)

Les deux autres motifs 6-iodo-coumariniques (7-(diéthylamino)-6-iodocoumarine 66, et 7-
hydroxy-6-iodocoumarine 67) ont été formés différemment. La 7-(diéthylamino)-6-iodocoumarine 66
se forme par iodation sur la 7-(diéthylamino)-coumarine-acide 56. La réaction a lieu en milieu
basique en présence de diiode et d’une solution saturée d’iodure de potassium (Schéma 50 ci-

dessous).

I, (1.2 équiv.),
EtOH (34 équiv.),

N COOH NaOHaq 5% (m/v), | N COOH
Klsat.,,0°C,2h o
Et,N o~ ~O Et,N (O]

75%

56 66
Schéma 50 : Synthese de la 7-(diéthylamino)-6-iodocoumarine 66.

Lors de la réaction, le carbone 6 de la coumarine, enrichi en électron par le doublet libre du
groupement 7-diéthylamino, opére une attaque nucléophile sur le diiode suivie de la rearomatisation
rapide pour conduire a la formation du produit iodé. De plus, en milieu basique (excés de NaOH), la
coumarine peut subir une ouverture par attaque nucléophile de I'anion hydroxyde *’*. L'ouverture de
la coumarine améliore beaucoup la réactivité du cycle aromatique, notamment au niveau du carbone
6. Le carbone 8 est moins nucléophile et encombré par les deux groupements (7-diéthylamino et

hydroxyle). Le mécanisme proposé est décrit dans le Schéma 51 ci-dessous:

HOS
I Y
k\l ) | H )
SN COO XN COO -H,0 | n COOH
N ~10 —— @® >
Et,N Oj\’o EtoNJ o” "0 'Ell'(r:?é’fment Et,N o” "0
66a HO© 66b1 66
Ouverture de la
coumarine -H,0
HO?
®
H {OH
r/ O Traitement o~H
Et,N o H,0 EtN acide Et,N Q\i (; y
| =
| COOH

I
~1"" -0oc” >coo ( -00C - -00Cc” >coor
66b2 HOO®  e6c2 66d2 6662

Schéma 51: Mécanisme proposé pour la formation de la 7-(diéthylamino)-6-
iodocoumarine 66 en milieu basique.
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o Cas particulier de la 7-hydroxy-6-iodocoumarine 67

Différentes méthodes de rétrosynthese ont été envisagées pour la formation de la 7-
hydroxy-6-iodocoumarine 67. Elle peut se faire par iodation a partir de la coumarine 55 (voie 1), par
deméthylation a partir de la coumarine 65 (voie 2), par iodation du 2,4-dihydroxybenzaldéhyde 60,
ou du 4-(benzyloxy)-hydroxybenzaldéhyde 71 suivie de la formation de la coumarine (voie 3a et 3b),

ou par débenzylation a partir de la coumarine 69 (voie 4). Le Schéma 52 ci-dessous présente des

voies de rétrosynthese possibles envisagées :

ImCOOEt
MeO o” "0

65
Voie 2
- | .
NP voie1 «COOEt Voie3 j@ﬁo Voie 3a o
: m ? o o — wo OH
HO o~ o HO o o
55 67 68 60

ﬂVoie4 HVoie 3b H
ImCOOEt |
T = Y= [
BnO o” "o BnO OH BnO OH

69 70 71
Schéma 52: Rétrosynthése pour la formation de la 7-hydroxy-6-iodocoumarine 67.
i. Voie 1:lodation sur la 7-hydroxycoumarine 55
La réaction se fait en milieu basique dans I'éthanol en présence d’iodure de potassium et de

diiode (Schéma 53 ci-dessous).

I (1,2 équiv.),
EtOH (34 équiv.),

- COOH NaOHaq 10 % (m/v), I ~-COOH | .~ COOH
/@(I Kl.sat, 0°C, 2 h m +
> HO o o
HO o HO 0 Yo I

o 40%

0% 100%

55 67 72
Schéma 53: lodation de la 7-hydroxy-3-carboxy-coumarine 55 en milieu basique.

Cette méthode ne conduit malheureusement pas a la formation du produit souhaité. On
obtient uniquement la formation du produit de diiodation. Le mécanisme de la réaction est similaire

a celui de l'iodation de la 7-(diéthylamino)-coumarine (cf. Schéma 51). Il permet d’expliquer la
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diiodation. L'ouverture de la coumarine améliore la réactivité du cycle aromatique. Le produit de
mono-iodation 67, formé en premier, reste trés nucléophile et réagit de nouveau avec un second

équivalent de diiode pour conduire au produit de diiodation 72.

ii. Voie 2 : Deméthylation de la 6-iodo-7-méthoxy-coumarine 65

La deméthylation se fait en présence d’'un exces d’acide bromique, ou en présence du

tribromure de bore suivant le Schéma 54 ci-dessous :

HBr (100 équiv.)
AcOH/H,0 (1:1),
100°C,2h

|mCOOEt ou . . |mCOOEt
MeO O O HO O O

BBr3 (3 équiv.), DCM, -78 °C, 2 h,
puis -78 °C ->25°C, 1h

65 67
Schéma 54: Formation de la 7-hydroxy-6-iodocoumarine par deméthylation.
Malheureusement, ces conditions ne permettent pas la formation du produit souhaité (67).
Nous observons soit I'hydrolyse d’une partie de I'ester éthylique (réaction avec HBrag), soit la
dégradation de la coumarine (réaction avec HBraq et BBr3). Nous avons alors envisagé la formation

du produit par iodation sur les 2-hydroxybenzaldéhydes substitués 60 et 71 (voie 3).

iii. Voie 3 : lodation sur un 2-hydroxybenzaldéhyde substitué

L'iodation du 2,4-dihydroxybenzaldéhyde 60 se fait dans I'acide acétique en présence du

monochlorure d’iode (Schéma 55 ci-dessous).

S ICI (1,2 équiv.), AcOH, | ' o
/@f\o 0°C->25°C, 2h j@fo
HO Ol o oy + HO OH

30% I

traces > 95%

60 68 73

Schéma 55: lodation du 2,4 dihydroxybenzaldéhyde par le monochlorure d’iode.

Cette réaction conduit malheureusement a la formation du produit de diiodation 73. Nous
avons estimé que la trés grande réactivité du 2,4-dihydroxybenzaldéhyde 60 était a I'origine de la
formation du produit de diiodation. Finalement, nous avons protégé le groupement hydroxyle situé
sur le carbone 4 par un benzyle afin de diminuer la nucléophilie du cycle aromatique. L’iodation,
réalisée dans les mémes conditions que précédemment, permet la formation du produit monoiodé
70 avec un bon rendement (60%). Cependant, la déprotection du O-benzyle en présence de

HBrag/AcOH ne conduit pas a la formation du produit 68 souhaité (Schéma 54). Finalement, la
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réaction, effectuée en présence de tribromure de bore a -78 °C, permet la déprotection et
I’obtention de I'intermédiaire 68 avec un trés bon rendement (86%). La formation de la coumarine 67

se fait avec un rendement faible de 15% (Schéma 56 ci-dessous).

BnBr (1.1 équiv.),

N NaHCO;3 (2.2 équiv.), o ICI (1.2 équiv.), I N
Qf\o MeCN, 80 °C, 2 h Qf\ AcOH. 0 °C -> 25 °C, 2 h j@f\o

HO OH 50% BnO OH 60% BnO OH

60 71 70

_— malonate de diéthyle (1.2 équiv.),
BBr; (3 équiv.), R >
DCM, -78 °C 2 h, puis | pipéridine (40 mol%),

. ‘ N AcOH (10 mol%), [ - COOEt
-78°C->25°C, 1h j@\ﬂo EXOH. reflux, 6 h m
" HO OH ~  HO o~ o

86% 15%

68 67
Schéma 56: Synthése du produit 2,4-dihydroxy-5-iodo-benzaldéhyde.
On notera que, la déprotection a partir de la 7-(benzyloxy)-6-iodocoumarine 69 n’a pas

conduit pas a I'obtention de la coumarine 67 souhaitée (voie 2-b). La réaction a été réalisée en

présence du Pd/C 10% (pas de réaction ou désiodation de la coumarine a 4 bars de H,).

malonate de diéthyle (1.2 équiv.),
piperidine (40 mol%)),

| AcOH (10 mol%) I COOEt | COOEt
j@(*o EtOH, reflux, 6 h m i N
- x>
BnO OH BnO ) HO o0 Yo

61%

71 69 67

Conditions (ii)

Méthode A Méthode B

Pd/C 10% (10 mol%),  Pd/C 10% (10 mol%),

EtOAc, 25°C,16h  Hj (4 bars), THF/ACOH,
25°C,16h

Schéma 57: Déprotection du groupement benzyle.

i. Conclusion
En conclusion, nous avons formé quatre synthons 6-iodo-coumariniques. Le tableau ci-

dessous regroupe les synthons avec les rendements sur les deux dernieres étapes.

|<I\ICOOR
R2 (Y]

R? R Composé

H Et 64 25%
OMe H 65 47%
OH Et 67 4%
NEt, H 66 11%

Tableau 2: Résumé des synthons 6-iodo-coumariniques formés avec leurs rendements
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1X.2.3. Synthése des synthons 6-azido-coumariniques

Nous avons effectué la formation des synthons 6-azido-coumariniques en envisageant deux
voies de rétrosynthése : par azidation direct a partir du synthon 6-iodo-coumarinique 61 (voie 1) ou

par réaction de Sandmeyer a partir d’'une 6-aminocoumarine 74 (voie 2). Le Schéma 58 ci-dessous

résume la rétrosynthese.

ImCOOEt O5N N COOEt COOEt
— XL — L
2
R 0o~ ~o R2 0”0 R? o~ o
61 74 75
voiex ﬂoie2
R2 o o R? = H, OH, OMe, NEt,

73

76

Schéma 58: Rétrosynthese des synthons 6-azido-coumariniques.

a. Voie 1: Azidation a partir de synthons 6-iodo-coumariniques

Nous avons essayé trois protocoles de synthese pour 'azidation sur les 6-iodocoumarines. Le

Schéma 59 ci-dessous résume les différentes conditions utilisées :

N COOEt
MeO o~ o o)

Y

MeO O
65 77
Conditions (i)

Méthode A Méthode B Méthode C
NaN3 (2 équiv.), NaNj3 (1.2 équiv.), 1. BulLi (2.5 équiv.),
Ascorbate de sodium(10 mol%), NaOHagq (3.2 équiv.), THF, -78°C, 30 min,
Cul (20 mol%), Cul (10 mol%), 2. Ts-N; ( 3 équiv.),
N,N-diméthyléthyléne (30 mol%), L-proline (20 mol%), 30 min, -78 °C,
DMSO/H,0, 100 °C, 24 h DMSO, 100 °C, 24 h puis - 78 °C -> 25°C, 1 h,

puis 25 °C, 16 h

Schéma 59: Azidation sur la 6-iodo-7-méthoxy-coumarine 65.
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Les trois méthodes n’ont pas permis la formation du produit souhaité :

o Nous avons effectué I'azidation sur la 6-iodo-7-méthoxy-coumarine 65 en présence d’iodure
de cuivre, d’azoture de sodium, d’ascorbate de sodium et de N,N diméthyléthylene. On
récupere alors la coumarine de départ a la fin de la réaction (pas de réaction).

o Nous avons ensuite effectué I'azidation en présence d’iodure de cuivre, d’azoture de sodium,
de L-Proline et de NaOHag. Ce mélange ne permet non plus pas l'incorporation de I'azide Ns.
On récupére de nouveau le réactif (pas de réaction).

o Finalement nous avons réalisé une ortho-lithiation en présence de butyl-lithium a -78 °C suivie
de l'azidation en présence de |'azoture de tosyle. On observe alors une dégradation de la

coumarine dans ces conditions.

Nous avons finalement adopté la voie 2 pour la formation des synthons 6-azido-

coumariniques 73.

b. Voie 2 : Formation par réaction de Sandmeyer

Nous avons effectué la formation de quatre synthons 6-azido-coumariniques. La réaction a
lieu par nitration de synthons coumariniques simples 50 dans un mélange H,50,/HNO;.conc a 25 °C,
suivie de la réduction des nitrocoumarines 75 en présence d’'un exces de Fe” et du NH,CI, pour
former, in fine, les aminocoumarines 74 avec des rendements moyens (40 - 60%). La réaction de
Sandmeyer se fait par diazotation en présence du nitrite de sodium, suivie de la substitution
nucléophile aromatique en présence I'azoture de sodium. On obtient les azidocoumarines avec des

rendements variant entre 20 - 85% (Schéma 60 ci-dessous).

1. HNO3 (18 équiv.)
H,S0y4, 25°C, 2 h

2. Fe (8 équiv.),
NH,4CI (1.5 équiv.),
EtOH/H,0 (1:1),

/@\/ICOOE" reflux, 1 h NsmCOOR
R? 0~ o 3. NaNO, (1.5 équiv.), 2 (o)

R o)
HCI (16 équiv.),
50 H,0, 0 °C, 30 min 73
4.NaN; 0°C, 1h

\/

R2 R Composé Nitration Réduction Azidation
H Et 78 82% 60% 82%
OMe Et 77 73% 42% 60%
NEt, H 79 60% 54% 22%

Schéma 60: Formation des azidocoumarines par réaction de Sandmeyer.
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On notera que, pour limiter les problemes de solubilité, I'azidation (diazotation suivie de la
réaction de Sandmeyer) est réalisée sur la forme acide de la coumarine 7-(diéthylamino)-coumarine.
Sa saponification a été effectuée en milieu basique (NaOHaq 10%, EtOH, reflux, 16 h) avec un
rendement moyen (50%). Les rendements de la réaction de Sandmeyer varient en fonction de
'encombrement stérique du substituant sur le carbone 7, en ortho du groupement partant
(diazonium => N,). Ainsi, nous observons un bon rendement lors de la formation de la 6-
azidocoumarine (78, 82%), la 6-azido-7-méthoxy-coumarine (77, 60%), et un rendement faible pour
la 6-azido-7-(diéthylamino)-coumarine (79, 22%). En outre de I'encombrement stérique, la faible

solubilité est un facteur expliquant la mauvaise réactivité de la 6-amino-7-(diéthylamino)-coumarine.

o Cas particulier de la 6-azido-7-hydroxycoumarine 80

La formation du composé 80 peut se faire par différentes méthodes. Nous avons exploré cinqg
voies: (i) par deméthylation a partir de la 6-azido-7méthoxy-coumarine 77 (voie 1), (ii) par azidation a
partir de la 7-hydroxy-6-iodocoumarine 67 (voie 2), (iii) par réaction de Sandmeyer a partir de la 6-
amino-7-hydroxycoumarine 81 (voie 3), (iv) par déprotection a partir de la 7-(benzyloxy)-coumarine

83 (voie 4), (v) ou par condensation de Knoevenagel a partir de la 5-azido-dihydroxy-benzaldéhyde 85

mCOOEt
HO (6] O 55
ﬁ voie 3a
| X COOEt H2N SN COOEt voie 3b 02N \O mo
: BnO OH
HO (0] O HO (0] (0] HO OH
67 81 82

‘& ﬁvoie 3 H

Voie 2

NamCOOEt N3mcoogt voie 4 N3:©\/I000Et Oszo

MeO o~ ~O HO 0o~ ~0 BnO 0o~ "0 BnO OH
83 84

(voie 5) :

71

Voie 1
77 80

ﬁ Voie 5
HO OH
85
Schéma 61: Rétrosynthése de la 7-hydroxy-6-azidocoumarine 80.
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i. Voiel, 2,3

La deméthylation et I'azidation, respectivement a partir de la 6-azido-7-méthoxy-coumarine
77 (voie 1) et la 7-hydroxy-6-iodocoumarine 67 (voie 2), ne permettent pas la formation du produit

80 souhaité (méthodologies décrites précédemment, cf. Schéma 54 et

Schéma 59). Nous avons donc opté pour la synthese a partir de la 6-amino-7-
hydroxycoumarine 81. Nous avons effectué la formation de la coumarine 86 a partir de la 7-

hydroxycoumarine 240 en présence d’"HNO;.conc dans I'acide acétique (Schéma 62 ci-dessous).

HNO; (1 équiv.)

COOEt O2N COOEt O,N COOEt
HO o~ o <30 % HO o~ o HO o Xo

0% 100%
240 86 87
Schéma 62: Nitration sur la 7-hydroxy-3-carboxy-coumarine 240.

Malheureusement, la réaction conduit uniquement au produit de di-nitration 87 (voie 3a).
Nous avons donc testé la synthése du produit (80) a partir du 7-(benzyloxy)-2-hydroxybenzaldéhyde
71 (voie-3b). La formation de I'aminocoumarine 81 se fait en quatre étapes suivant la séquence
«nitration, déprotection du O-benzyle, formation de la coumarine, réduction du NO, en NH,».
L’aminocoumarine sera ensuite transformée en azidocoumarine par réaction de Sandmeyer (Schéma
63 ci-dessous).
/@O HNO; (2 equiv.), OZN@?O Dot 278G, 2 b, puis OZNKro
BnO OH AcOH, 0 °C -> 25 °C> BnO OH -78°C->25°C,1h . HO OH

32% 75%
71 84 82

Fe© (8 équiv.),
malonate de diéthyle (1.2 équiv.), NH,CI (1.5 équiv.)

R H,oN COOEt
Pipéridine (10 mol%), O,N COOEt _ 2 N
ACOH (1 mol%), 2 m EtOH/H,0 (1:1),
EtOH, reflux, 6 h reflux, 1 h H )
HO o” "0 o ©
12% 40%

Y

Y

86 81

1. NaNO, (1. 5 équiv.),
HCI (16 équiv.), N3 X COOEL
H,0, 0 °C , 30 min
HO o Yo

2. NaN3 (1.5 équiv.),
H,0,0°C->25°C,1h 80

Y

Schéma 63: Formation de la 6-azido-7-hydroxycoumarine 80.
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La réaction de Sandmeyer en présence d’azoture de sodium ne conduit malheureusement
pas a la formation de la 6-azido-7-hydroxycoumarine 80 souhaitée. Nous constatons la dégradation

du réactif.

ii. Voie 4

Nous avons donc protégé le groupement 7-hydroxyle par un benzyle (voie 4, Schéma 64 ci-
apres). La 4-(benzyloxy)-5-nitrobenzaldéhyde 84 conduit a la formation de la 6-azido-7-(benzyloxy)-
coumarine 83 sur trois étapes avec un rendement global de 37%. La réaction se fait suivant la
séquence « (i) formation de la coumarine 88, (ii) réduction du groupement NO, pour donner
I"aminocoumarine 89, (iii) réaction de Sandmeyer en présence d’azoture de sodium pour former
I'azidocoumarine 83». La déprotection est la derniére étape. Elle se fait en présence de BBr; a -78°C
(Schéma 64 ci-dessous).

Fe© (8 equiv.),

malonate de diéthyle (1.2 équiv.) NH4CI (1.5 équiv.)

pipéridine (10 mol%), 0O-N COOEt . HoN COOEt
OoN N ACOH (1 mol%) 2 X H,O/EtOH (1:1), X
EtOH, reflux, 16 h reflux, 1 h
BnO OH > BnO o~ ~0 — » BnO 0~ S0
37% quantitatif
84 88 89
1. NaNO, (1.5 équiv.), BBr3 (3 équiv.), Br
HCI (16 équiv.), DCM, - 78 °C, 2 h, puis
H,0, 0 °C, 30 min mmcooa 0°C->25°C. 1h HoN N COOEL
2. NaNj (1.5 équiv.), BnO 0~ o Conversion a 70% BnO 0~ o
H,0,25°C, 1h
quantitatif 83 90

Schéma 64: Formation de la 6-azido-7-hydroxycoumarine par la voie 4.

Malheureusement, la déprotection du O-benzyle de I'azidocoumarine 83, en présence de
BBrs, conduit uniquement a la formation du produit de bromation 90. Le mécanisme proposé pour la
bromation est présenté dans le Schéma 65. Le bore active I'électrophilie de la coumarine en rendant
le carbone 5 trés réactif. Un anion bromure s’additionne alors en conduisant a la perte de N,. Enfin,
la rearomatisation permet d’obtenir le dérivé 6-amino-7-(benzyloxy)-5-bromo-coumarine 90

(Schéma 65 ci-dessous).
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S}
o B S J
BBr; ( o) BBr; Br o)
® B N BBr3 D 'll A~ [©) N 72
S) ,N’ o N~ XYY ——® _N~ 2
N” N* ? N>~ Q
(lj (I) 0O O\\\\\BBFZ o) o) \om\‘BBrZ
i
Bn Bn Bn
83 90a 90b

S} J BBr3 Br
BBr; Br (@)
H BBr3 Br3B
T> \O EEm—

BBr2

90c 90d 90

Schéma 65: Mécanisme proposé pour la bromation de la coumarine 83 en présence de

BBr;.

iii. Voie 5 : Perspective pour la synthése de la 6-azido-7-hydroxycoumarine

Nous avons testé une derniére méthode dans laquelle I'introduction du groupement azido se
fait sur le 2,4-dihydroxybenzaldéhyde 60 en 5 étapes, suivant la séquence « (i) diprotection par le
groupement méthoxyméthyle éther, (ii) bromation, (iii) protection de I'aldéhyde, (iv) azidation par

réaction de Sandmeyer » (Schéma 66 ci-dessous).

103



B Br.
E— —_—
HO OH quantitatif ~ MOMO OMOM 16 h, 61% MOMO OMOM
2

60 91 9
Br.
Il BrmOH W, OMOM
1h, 97% MOMO OMOM 16 h, 99% MOMO OMOM
93 94
Y N3 N3 N3
16 h, 75% MOMO OMOM HO OH HO OH
96 97 85
Wil NsmCOOEt
———————— »
HO o o
80
O/> o/>
Br. N, N
S S AT S G O
MOMO OMOM MOMO OMOM MOMO OMOM
98 99 96

. MOM-CI (3 équiv.), DIPEA (3 équiv.), DMAP (5 mol%), DCM, 25 °C, 16 h, 100%

II. NBS, SiO, , CHClj3, 25 °C, 16 h, sans lumiére, 61%
IIl. NaBH,4 (1.5 équiv.), EtOH, 0 °C, 1 h, 97%
IV. MOM-CI (3 équiv.), DIPEA(3 équiv.), DMAP (5 mol%), DCM, 25 °C, 16 h, 99%

V. 1. BuLi (1.8 équiv.) , DCM, - 78 °C, 30 min; 2. TsN3 (3 équiv.) ,-78 °C, 1 h, puis - 78 °C -> 25 °C, 16 h, 75%

Schéma 66: Perspective pour la synthese de la 6-azido-7-hydroxycoumarine 80.

Nous nous sommes arrétés a la cinquieme étape, aprés la formation du produit 96. Dans la
suite de cette stratégie, I'azidocoumarine 80 pourrait étre obtenue apres 3 étapes a partir de cet
intermédiaire (96), par (i) déprotection du méthoxyméthyle éther suivie de (ii) I'oxydation puis (iii) la
condensation de Knoevenagel. On pourrait évidemment réduire le nombre d’étapes en protégeant
I"aldéhyde 92 sous forme d’acétonide pour former I'intermédiaire 98 suivie de I'azidation (Schéma

66).
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X. Synthése des synthons phényliques et biphényliques

Dans le paragraphe précédent, nous avons présenté la synthese des synthons coumariniques.
Ces coumarines doivent étre couplées sur des précurseurs phényliques et biphénylique afin d’obtenir

les produits finaux. Nous allons détailler dans ce paragraphe, la synthése de ces derniers précurseurs.

: : : /B(OR);

x@—:: XONHZ : X—@%i x@f :

! ! 3 /—B(OR) |

e Wy WIS W WIS I e By S S A O = e
3 3 /—B(OR) |
=)= =X =l . O
: ! 1(RO),B ?

lien triazole lien azo lien alcyne lien alcéne
X B(OR

X = H, Br, NH, O (OR),
R=H, f H2N|3(0R)2
Z = BnO(CO)- (RO)ZBB(OR)Z

"sans lien"

Schéma 67: Liste des précurseurs phényliques et biphényliques nécessaire a I'obtention
des composés finaux.

X.1. Précurseurs phényliques

Les précurseurs phényliques utilisés pour la formation des ligands sont tous des produits
commerciaux. La formation des composés contenant le lien azo se fait a partir d’un dérivé d’aniline
100 (I'aniline, la 4-bromoaniline, et la 4-bromo-2-méthoxy-aniline). La formation des molécules avec
le lien alcene, et alcyne se fait a partir du trans-2-phényl-vinyl-dioxaborolane 102, et le
phénylacétylene 101, respectivement. Les composés «sans lien» sont obtenus en utilisant le phényl-

dioxaborolane 103 (Schéma 68 ci-dessous) :

R‘l
B(OR),
x%i}w2 @% @f B(OR),
100 101 102 103
lien azo lien alcyne lien aléne "sans lien"
lien triazole
X=H, Br
R'! = H, OMe

R=H, j:,i

Schéma 68: Précurseurs phényliques utilisés pour la formation de produits finaux.

105



X.2. Précurseurs biphényliques

Les précurseurs biphényliques seront utilisés pour la formation des composés biphényliques
(composés de type B, cf. Schéma 36), et des composés entiers (composés de type C, cf. Schéma 36).
Nous allons présenter dans ce paragraphe, la synthése des précurseurs biphényliques en fonction du
type de composés (composés biphényliques ou entiers) et de la nature du lien (azo, alcéne, alcyne,

ou triazole).

11.2.1. Précurseurs des composés biphényliques

Les précurseurs nécessaires a la formation des composés biphényl-coumarinyles sont listés

dans le Schéma 69 ci-dessous :

Cbz = BnO(CO)- o
_ /5
CszNNH2 HoN Q O = HN o

104 105 106
lien azo lien alcyne lien alcéne
lien triazole

Les composés issus de ce precurseur
n'ont pas été formés, donc la formation HZNB(OR)Z
du synthon ne sera pas detaillée

107

"sans lien"
Schéma 69: Précurseurs biphényliques nécessaires a la formation des composés

biphényl-coumarinyles.

a. Lien azo: formation du précurseur 104

Nous avons choisi de monoprotéger la dianiline 108 (benzidine) par un benzyle carbamate.
Ce groupement résiste aux conditions acides fortes, utilisées lors la formation de la liaison azo (HCI 6
N, 0 °C, 1 h). La réaction de monoprotection se fait dans I'acétonitrile en présence de chloroformiate
de benzyle. La dianiline joue le réle de base en piégeant les protons libérés au cours de la

transformation (Schéma 70 ci-dessous).

Cbz-CI (0.9 équiv.),
MeCN, 25 °C, 2 h Cl @
23%

108 104

—®

ZzZ®
pd
T

Y

Schéma 70: Monoprotection de la benzidine 108.
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Nous obtenons la formation du produit 104 souhaité avec un rendement faible de 23%. Lors
de la réaction, le Cbz-Cl est ajouté en défaut (0.9 équivalent) pour limiter la formation du produit de
diprotection, obtenu majoritairement avec un rapport de 2/3 pour 1/3 par rapport au produit

monoprotégé.

b. Lien alcyne et triazole : formation du précurseur 105

La formation du synthon 105 se fait par déprotection du triméthylsilyle a partir de 'alcyne
109, issu du couplage palladocatalysé de Sonogashira a partir de I'iodo-aryle 110, lui-méme obtenu

en deux étapes a partir du 1,1-biphényle 112. (Schéma 71 ci-dessous).

H2N —> H2NTMS > HN Q O |

105 109 110
= el = OO
111 112

Schéma 71: Rétrosynthése de I'éthynyl-(1,1)-biphényl-4-amine 105.
La premiére étape de la synthése est une iodo-nitration sur le composé 112 (1,1 biphényle).
La réaction a lieu en présence de diiode et d’acide nitrique. Dans le protocole expérimental, le diiode
est ajouté en premier sur le composé 112 dissout dans I'acide acétique, permettant l'iodation.
Ensuite, HNO;.conc est ajouté sous grande agitation a 70 °C. Dans ces conditions, la formation
172

d’électrophiles forts (nitrosonium et acétyl-nitrate) permet la nitration du 1,1-biphényle-iodé

(Schéma 72 ci-dessous).

HNO; (1.6 équiv.),
I, (30 mol%.),

AcOH, 70°C,1h
- o O
27%

112 111

Schéma 72: lodo-nitration du 1,1-biphényle 112.

Nous obtenons la formation du produit iodo-nitré 111 avec un rendement faible (27%). Les
trois prochaines étapes de la voie de synthése permettent la formation du synthon 4'-éthynyl-[1,1'-

biphényl]-4-amine 105. Elle se fait par réduction du NO, du composé 111 en NH, pour former
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I'intermédiaire 110, suivie du couplage de Sonogashira en présence du triméthylsilylacétylene pour

conduire a I'intermédiaire 109. La derniére étape est la déprotection du groupement triméthylsilyle

(TMS) en milieu basique (Schéma 73 ci-dessous).

Fe© (3 équiv.),

AcOH, réflux, 15 min
o))~ )

Y

70%
111 110

TMS—== (1.1 équiv.),

PdCl,(PPhs), (3 mol%),

Cul (5 mol%),

EtNg, reflux, 16 h

> H2NTMS
88%
NaOH (5 équiv.),
109 EtOH/H,O (4:1),

reflux, 16 h

86%

105
Schéma 73: Formation de la 4'-éthynyl-[1,1'-biphényl]-4-amine.

Les trois étapes se font avec des trés bons rendements (70 — 88%). On obtient la formation

du produit 105 souhaité avec un rendement global satisfaisant (53%).

c. Lien alcéne : formation du précurseur 106

L'intermédiaire 105 récemment formé a servi de précurseur pour la formation du synthon

vinyl-boronique 106. La réaction se fait dans le mélange toluéne/H,0 en présence d’un catalyseur au

ruthénium (Schéma 74 ci-dessous).

\BH (5 équiv.),

o}

RUHCI(CO)(PPhs); (5 mol%),

6]
Toluéne, 50 °C, 18 h y B’
\
)= - ) ox
89%

105

106

Schéma 74: Formation du précurseur 106.
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L’ester boronique 106 est obtenu avec un trés bon rendement (89%) par hydroboration en
présence d’'un catalyseur au ruthénium et du tétraméthyl-dioxadiborolane. Lors de la réaction le
catalyseur [Ru"] réalise une hydrogénation de I'alcyne (syn addition) pour former I'intermédiaire
106¢, suivie de la borylation (addition oxydante) pour former I'intermédiaire 106d, puis I’élimination
réductrice pour former le produit 106 (Schéma 75 ci-dessous).

cCo 4

~_| -
SRyl 13

L

Ru(ll)\//

| =
L, CO R cl
c AN I(m) 106b
I—Ru
7/ \

CO = Coordination de I'alcyne
Syn A = Syn addition

A.O = Addition oxydante

E.R = Elimination réductrice

Schéma 75: Mécanisme de formation du précurseur 106.

X.3. Précurseurs des composés entiers

Les précurseurs nécessaires a la formation des composés entiers (composés de type C) sont

listés dans le Schéma 76 ci-dessous
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/—B(OR),
H2N . . NHz Q O 7 . .
(RO),B

108 114 115
lien azo lien alcyne lien alcéne
lien triazole

Les composés issus de ce precurseur
n'ont pas été formés, donc la formation (HO)2BB(OR)2
du synthon ne sera pas detaillée

116

"sans lien"

Schéma 76: Liste des synthons biphényliques utilisés pour la formation des composés
entiers.

On note que la dianiline utilisée lors de la formation du lien azo est un produit commercial
(la benzidine). La synthése des synthons diéthyne-biphényle 114 et bis-dioxaborolane-vinyl-biphényle

115 est présentée dans le paragraphe ci-dessous.

11.3.1. Précurseur diéthyne-biphényle (lien alcyne et triazole)

La formation de ce précurseur se fait a partir du 4,4’-dibromo-biphényl 117, par couplage de
Sonogashira en présence du 3-méthyl-but-3-yn-2-ol 118. Lors la réaction le [Pd"”] est généré in situ a
partir de Pd(OAc), et du ligand PPh; (Schéma 77 ci-dessous).

Pd(OAc), (1 mol%),
PPh; (3 mol%),

Cul (1 mol%),
EtsN (10 équiv.),

_ é Toluéne, reflux, 16 h O O
Br Br + — — —
OH HO OH

32%

Y
|

117 118 119

NaOH (10 équiv.),

Toluéne, reflux, 16 h . O O o
60%

114

Y

Schéma 77: Formation du précurseur diéthyne-biphényle 144.
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On obtient la formation du produit 119 avec un rendement de 32%. La déprotection du tert-
butanol conduit a la formation du précurseur 114 avec un rendement satisfaisant (60%).

11.3.2. Précurseur bis-dioxaborolane-vinyl-biphényle 120 (lien alcéne)

La formation du précurseur 120 se fait a partir du diéthyne-biphényle 114 précédemment
formé par catalyse au ruthénium (cf. Schéma 75). Le produit est obtenu avec un trés bon rendement

de 92% (Schéma 78 ci-dessous).

0 -
‘BH (10 équiv.),
O/

RUHCI(CO)(PPhy); (10 mol%), 0
— Toluéne, 90 °C, 18 h et
== - fe °
92% s—/
O/
114 120

Schéma 78: Formation du précurseur 120.
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Partie B. Valorisation des synthons
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A.Synthése des composés phényl-coumarinyles

Xl.  Synthése des composés phényldiazényl-coumarinyles

Généralités
Nous avons commencé nos synthéses par les composés phényldiazényl-coumarinyles (lien
azo). Deux voies de rétrosynthese ont été envisagées: formation de la liaison azo par couplage

directement sur les syntons coumariniques simples (voie 1), ou le couplage sur un dérivé phénolique

suivi de la formation de la coumarine (Schéma 79 ci-dessous) :

RY X . )
/ Voie 1 : R R
7 SR ' S
R—@(/\\l\ {—— NNF | L —> R oM
(o) o) R! Y ] 122
R (o) ; o
39 121

R = H, OH, OMe, NEt,
R'=H, Me, COOH R OH
R" = H, Me, COOEt 123

R'=H, OMe

X =H, Br

Composés phényl-diazényl-coumaryles

Schéma 79: Rétrosynthése des composés phényldiazényl-coumarinyles.
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XI.1. Synthése des analogues par couplage diazoique sur une coumarine

X1.1.1. Formation du sel de diazonium

La premiére méthode de synthése (voie 1) envisage la formation de la liaison azo par
couplage directement sur le synthon coumarinique. Nous allons présenter, dans le paragraphe ci-
dessous, quelques méthodes permettant la formation de la liaison azo avant de détailler la synthése
des ligands.

La liaison azo est une liaison chimique trés importante en chimie organique. Elle est surtout
connue pour la synthése de colorants dans I'industrie textile, la synthese d’additifs alimentaires dans
I'industrie agroalimentaire, et la synthése de composés photoswitchables (systémes on-off) pour les

173

études biologiques “*°. La formation de la liaison azo peut se faire par différentes méthodes, les plus

utilisées sont représentées dans le Schéma 80 ci-dessous.

RS N /@ R RS NH /@!—R
| _ + ON NG | _ + H2N NS
2
%3 <

R + R R H
AP AR — "
124
6
=
Iy5 % H 1S
NS

“NO _ N
R— * R R S
= ONTN Z @

Schéma 80: Méthodes les plus utilisées pour la formation de la liaison azo (oxydation
(voies 1, et 2), réduction (voies 3, 4, 5, et 6)).

a. Formation de la liaison azo par oxydation d’anilines (voie 1, 2)

L'oxydation d’arylhydrazines est une méthode couramment utilisée pour la formation de
liaison azo (voie 1). La méthode nécessite I'utilisation d’oxydant, comme le Pb(OAc), 78 (NH,),S,0s,
le N-bromosuccinimide dans la pyridine, le tetrabutylammonium cérium(lV) nitrate 17> KsFe(CN)g en
présence du 2,4,6-triphenylphenol 76 " CuCl, air/NaOH '’, (PhSe0),0, PhSeO,H, peroxyde
arylsulfonique, NaNO, dans I’anhydride acétique et NaNO,/NaHSQO, sur silice (cf. 78) En général, dans
ces conditions, la formation de la liaison azo se fait avec un rendement satisfaisant. Un des
inconvénients majeurs de cette méthode est I'utilisation des sels de métaux en quantité
stoechiométrique posant des problémes de toxicité. Ainsi, des méthodes catalytiques d’oxydation ont

été développées . En 2008, Corma et coll. ont développé des catalyseurs a I'or (nanoparticules d’or
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supportées par TiO,) permettant la formation de la liaison azo par oxydation sélective d’anilines avec
des rendements satisfaisants. Les réactions ont lieu a I'air libre, ou sous pression de dioxygéne *’°.

NH, =
AUITIO, (1% mim),

N+ N
| X O, (5 bars), g X N
/ / - . /
R

44 - 99%,
125 126
R = Me, OMe, CI, (CO)Me, N(Me),

Schéma 81: Oxydation d'anilines pour la formation de la liaison azo par catalyse a I'or
179

En 2010, Zhang et coll. ont développé des catalyseurs au cuivre plus efficaces, pour la
formation de liaison azo (couplage croisé entre deux anilines), et avec une variabilité considérable au

niveau des substituants sur le dérivé aniline **°.

CuBr (6 mol%),

NH, NH, Pyridine (18 ou 30 mol%), AN
0O, (1 atm.), —R?
X B 2 No A
@ + ] Toluéne, 60 °C, 24 h L O N
s A > Rt
R! R? 40 - 97%
R' et R2 = Aryl
127 128 129

Schéma 82: Couplage croisé entre anilines pour la formation de la liaison azo par

catalyse au CuBr **°.

b. Formation de la liaison azo par réaction de Mills (voie 3)

La réaction de Mills est aussi trés utilisée pour la formation de la liaison azo. En général, le

8 Un des inconvenants de la méthode est la

couplage se fait avec des rendements satisfaisants
préparation du nitroso-aryle de départ. Plusieurs méthodologies ont été développées pour la
formation des nitroso-aryles. L'une des méthodes couramment utilisées, est la réaction en présence
d’Oxone® (2KHSOs.KHSO,.K,SO,) dans le mélange biphasique H,O/DCM. Dans ces conditions, la
formation du nitroso-aryle se fait généralement avec un bon rendement. L'utilisation du systeme
biphasique permet de limiter les réactions secondaires. Le nitroso-aryle, peu soluble dans I'eau,
précipite dans le milieu réactionnel, ce qui réduit le contact avec les réactifs. La formation de la
liaison azo peut se faire ensuite a température ambiante dans I'acide acétique '’®. Byung-chan et coll.
ont, par exemple, utilisé cette méthode en 2006 pour développer des composés azo avec des

. . 181
rendements satisfaisants ***.
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1. Oxone® ( 1 - 2 équiv.)

NO NH2 DCM/Hzo / | 2
25°C,0.5-12h Ne s R
| A | A 2. AcOH, 25°C, 24 - 48 h N
+ = R'—«
R(/ I 40 - 85% &
R
130 131 132

R'=H, Br, CF3 NOy, Ar,
R2? = H, I, NH,, (CHy),0H, trityl

Schéma 83 : Formation de la liaison azo par réaction de Mills *#*182,

D’autres méthodologies, comme la réduction a partir de composés nitroso-aryles et nitro-
aryles (voie 5), ou la réduction a partir d’azoxybenzene par réaction de Wallach (voie 6), permettent
également l'obtention de la liaison azo.

Les méthodes mentionnées ci-dessus sont toutes, des voies de synthése couramment
utilisées pour la formation de la liaison azo. Cependant, ces méthodes nécessitent, pour certaines, la
synthése du réactif de départ, pour d’autres, la réalisation de la réaction dans des conditions
vigoureuses, ou/et une purification fastidieuse des produits. En outre, certaines méthodes sont
décrites avec peu de variabilité au niveau des substituants. Pour cette raison, nous avons choisi une
autre méthode simple, couramment utilisée pour la formation de la liaison azo : le couplage azoique

a partir du sel de diazonium obtenu a partir d’un dérivé aniline.

¢. Formation de la liaison azo par couplage azoique

La voie de synthése adoptée pour la formation de la liaison azo a été la copulation azoique a
partir d'un sel de diazonium. Le sel de diazonium est formé dans un premier temps, puis directement

engagé dans le couplage azoique pour la formation de la liaison azo par SEAr.

NH,
2
X 2 TR
X N\\
@ > : rf TN b
= -
/ / Pz
R R
133 134 135

Schéma 84: Formation de la liaison azo par copulation azoique.

i. Conditions réactionnelles et mécanisme

La formation du sel de diazonium se fait dans les conditions acides en présence d’une aniline
et du nitrite de sodium. La réaction libere deux molécules d’eau et forme le sel de sodium. En

théorie, deux équivalents de I'acide sont suffisants pour former le sel de diazonium. En pratique,
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I'acide se trouve généralement en large excés pour favoriser une bonne cinétique en stabilisant les

183

intermédiaires clés de la réaction . Différents acides, comme I’acide sulfurique, I'acide nitrique,

I'acide chlorhydrique, etc., peuvent étre utilisés pour conduire la réaction (Schéma 85 ci-dessous).

Y

Ar-NH, + 2HX + NaNO, Ar-Ny*, X + NaX + 2H,0

X= Cl, Br, NO3, HSO,, etc.
Schéma 85: Equation réactionnelle de la formation du sel de diazonium.

Dans le mécanisme, |'acide permet la transformation du nitrite (NO,) en ion nitrosonium
NO®. Cet électrophile fort est attaqué par le doublet non liant de I'aniline, suivie de la déshydratation

pour former le sel de diazonium 137 (Schéma 86 ci-dessous).

N @ N ICIRC) Cl
s R | S
Na© @0” S0 P o HotTO SRS H2O:’ O T> (
H,0 HN—Ar
@

) cl H
“To ci® "r( el  oH i
Ar—N=N <7— OH2 - —— Nx, ./ - PPN

N Ar’®
A Ar
©
H,0 c
137 136

Schéma 86: Mécanisme de la formation du sel de diazonium dans HCI.

La formation du nitrosonium est dirigée par la force de I'acide. Des études mécanistiques
menées par Hughes, Ingold et Ridd en 1958 ont montré que le mécanisme de la réaction differe en
fonction de la nature du contre-ion de 'acide ***. Ainsi, dans le cas de certains acides, comme I’acide
sulfurique (H,S0.), ou I'acide perchlorique (HCIO,) I'électrophilie du NO* est annihilé par le contre ion
de I'acide. Il n’est pas assez réactif pour permettre |'attaque d’un nucléophile faible tel que I'aniline
184 Dans ces conditions, la formation du sel de diazonium 137 se fait & partir d’une autre espéce
réactive plus électrophile, le trioxyde de dinitrogéne ONONO, obtenu par réaction du nitrite sur le

nitrosonium. Quelle que soit I'espéce réactive, Ridd et coll. ont montré que I'étape limitante de la

réaction est la nitrosation de I'aniline **
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o

Nitrosonium N=O

©o-N Ar—NH, H H ®
TO > NGO —— Ar—N=N

Etape limitante

136 137

N<
Trioxyde de o C(O
dinitrogéne N:O

Schéma 87: Formation du trioxyde de dinitrogene, et étape limitante de la réaction de
formation du sel de diazonium.

ii. Stabilité des sels de diazonium

Les sels de diazonium sont des composés tres réactifs et instables a température ambiante.
Pour limiter les réactions secondaires, la formation du produit se fait généralement a 0 °C. Lorsque la
réaction est réalisée dans |'eau, on peut obtenir la formation de produits secondaires phénol
(hydratation), halogéno-aryle (halogénation), biaryle (dimérisation). A température ambiante (ou a
chaud), on peut observer une dégradation par libération de diazote responsable du caractéere explosif

de ces composés.

iii. Formation des sels de diazonium

Des études préliminaires réalisées dans I'équipe sur la cinétique de formation des sels de
diazonium ont montré que la conversion des anilines est maximale en présence de nitrite de sodium
en milieu acide (HCI, 4 eq, NaNO, 1.1 eq a 0 °C, **°). Elle est totale lorsque le pKa de I'aniline est

supérieure a 4 (données non publiées, Tableau 3).

HCI (4 équiv.),
5 EEom ©
RZGNHZ 0-5%C.1h > R2GN2+ Cl-
138 139

Composé R R’ pKa (ArNH;"/ArNH,) % de conversion
140 H COOH 4.6 100
141 Me COOH 4.4 100
142 F COOH 3.2 85
143 F I 2 80
144 NO, NO, -4.3 70

Tableau 3: Taux de conversion d'anilines en sels de diazonium en fonction du pKa.
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En se basant sur ces résultats, nous avons effectué la synthése de trois sels de diazonium (le
benzéne diazonium, le 4-bromo-benzéne diazonium, et le 4-bromo-2-méthoxy-benzénediazonium) a
partir des trois dérivés anilines correspondants [I’aniline (pKa = 4.6), la 4-bromoaniline (pKa = 4.0) et
la 4-bromo-2-méthoxy-aniline (pKa > 4)]. Nous avons estimé que la diazotation de ces anilines est
totale (pKa > 4). La formation des sels de diazonium a été effectuée dans un mélange EtOH/HCI 37%
(1:1) qui permet une bonne solubilisation du dérivé aniline (Schéma 88).

HCI (18 équiv.),
NaNO, (1.2 équiv.), R

EtOH/H,0 (1:1),
0-5°C,05-1h o
XGNHZ XGN? cl

100 145, X=H,R'=H
146, X =Br,R'=H
147, X = Br, R' = OMe

Y

X=H, Br
R'=H, OMe

Schéma 88: Réaction de formation des sels diazonium.

Les rendements de ces réactions ne sont pas évalués. Les sels de diazonium sont directement

engagés dans la prochaine étape de couplage azoique sans aucune purification.

XI1.1.2. Le couplage azoique

Nous disposons de deux types de synthons coumariniques simples : La 7-hydroxy-4-méthyl-
coumarine et I’éthyle coumarine 3-carboxylate. Ces deux types de synthons permettront la formation

des analogues phényldiazényl-coumarinyles (Schéma 89 ci-dessous).

HO 0”0 R? (oe

47 50

R, = H, OH, OMe, NEt,

7-hydroxy-4-méthyl-coumarine  Ethyl-coumarine-3-carboxylate

Schéma 89: Structure des syntons coumariniques.

a. Formation de la phényldiazényl-4-méthyl-coumarinyle 149:

Nous avons formé le composé 149 par couplage du 4-bromo-benzenediazonium sur la
coumarine 47. Le couplage azoique se fait en milieu basique (pH = 8 - 9) a basse température

(Schéma 90 ci-dessous).
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1. HCI (18 équiv.),

NaNO, (1.2 équiv.), BrON HO
EtOH/H,0 (1:1) N
0-5°C.1h N
BrONHZ
0

2.pH=8-9, .
EtOH/H,0 (1:1), 17%
0-5°C,2h

Y

148 149
=

1 équiv.
HO O( quiv.)
47

Schéma 90: Couplage azoique sur la 7-hydroxy-4-méthyl-coumarine.

Nous obtenons la formation du produit 149 avec un rendement faible (17%). En milieu
basique, I’"hydroxyle de la coumarine 47 est déprotoné. Cela enrichi les positions 6 et 8 et oriente le
couplage en ortho (sur le carbone 8) pour former I'intermédiaire 149c qui se rearomatise en 149d.

On forme I’hydroxycoumarine 149 en acidifiant le milieu a la fin de la réaction.

G Cco0
0 /( ) _ 0
O NaOH O> O, ©
- . - -
< HO" N,\’ <IN
o I
" N B e
@ H.O.@ Br
47 149a 149b 149¢
= o = O = 0
© o Hz;0* °
B N N
0L !
Br \©\Br Br
149 149d

Schéma 91: Mécanisme du couplage azoique pour la formation de I'analogue 4-Bromo-
phényldiazényl-7-hydroxy-4-méthyl-coumarine 149.
Nous obtenons uniquement la formation du produit de couplage en position 8. On explique
ces résultats par l'ouverture de la coumarine en milieu basique '®, associée a Iattraction
électrostatique entre le diazonium (cation) et les hydroxylates (anions). Des résultats similaires

avaient été observés avec le motif naphtyle disulfonique. Lors du couplage azoique sur ce motif en
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milieu basique (pH = 8 - 9), on observe la formation régiospécifique du produit de couplage en ortho

1252 e produit formé peut exister sous deux formes tautomériques (Schéma 92 ci-

de I'hydroxyle
dessous).

Tautomérisme

Hs

o 2
Br Cc149

@

R}

'3

" O

=)

:U)

'3

)
Hs Hs :
He @ L He L
H/o T o0 o 9/@1 o So
""’N/' H\N'N !
Ha Hb Ha Hb :
Hc g Hd E
Br |
B149 Br D149 |

Formes azo Formes hydrazo

Schéma 92: tautomérie entre la forme azo et hydrazo.

La caractérisation de la forme tautomérique prédominante de la molécule a été envisagée
par RMN. Le spectre 'H ne permet pas de trancher entre les deux formes. On observe la présence
d’un pic trés deblindé a 13.21 ppm (pic correspondant au N-H ou O-H). Lanalyse du spectre *C n’est
pas non plus concluante. Néanmoins, on peut noter I'absence de pic correspondant a une cétone
aromatique (160 — 180 ppm). Le spectre HMBC montre une corrélation entre le proton deblindé et
un carbone a 154.64 ppm pouvant étre un couplage *Jen avec Cs (composé B149), *Jen avec Cs
(composé D149) ou un couplage *Jeu entre avec C7 (composé D149). Ces observations ne nous
permettent donc pas de conclure sur la structure de la molécule. Les mémes conclusions sont
obtenues avec le spectre NOESY, ou le proton deblindé voit Hg dans I'espace avec un petit couplage
(composé A149) et H, avec un grand couplage (composé B149 ou D149). En effet cela montre la
présence de la forme azo (A149 et donc B149), mais nous ne pouvons conclure sur I'absence des

formes hydrazo C149 et D149.
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b. Formation des phényldiazényl-3-carboxy-coumarinyles

i. Couplage sur les synthons 3-carboxy-coumariniques (voie 1, Schéma 79)

Nous avons réalisé le couplage azoique sur les synthons 3 carboxy-coumariniques 54 et 240
(voie 1, Schéma 79). La réaction se fait par formation du diazonium en présence de nitrite de sodium
en milieu acide suivie de la seconde étape de formation de la liaison azo en milieu basique (Schéma

93 ci-dessous) :

1. HCI (18 équiv.), Br
NaNO, (1.2 équiv.),
NH 2 |
2 NP0t EoHM,0 (141), NN N COOEt
+ 0-5°C.1h
Br R2 (o] > R2 o o
2.pH=8-09,
EtOH/H,0 (1:1),
148 54, R?= OMe 0-5°C,22r(1 ) 150, R2 = OMe
240, R>=OH 151, R2= OH

Schéma 93: Formation de composés phényldiazényl-3carboxy-coumarinyles par

couplage sur les synthons 3-carboxy-coumariniques.

Malheureusement, la réalisation de la réaction dans ces conditions basiques ne conduit pas a
la formation du produit souhaité. Dans le cas de la réaction de formation du composé 151, nous
constatons la dégradation du produit formé, on récupere une partie de la coumarine 240 de départ.
Dans le cas de la réaction de formation du composé 150 nous remarquons que la coumarine 54 ne
réagit pas avec le sel diazonium. Nous en concluons que la coumarine 54 n’est pas assez nucléophile
pour faire la réaction de substitution électrophile. L’ouverture de la coumarine en milieu basique ne
se produit donc pas a pH 8 - 9 pour les 3-carboxy-coumarines. Par conséquent, nous avons changé de
conditions en augmentant le temps de réaction (2 - 5 h) et/ou en effectuant le couplage sur
I’hydroxycoumarine 240 (plus nucléophile) en milieu acide. Mais nous n’obtenons malheureusement
pas la formation du produit souhaité dans ces conditions. Nous avons donc changé de voie de

synthése en réalisant le couplage du diazonium sur un dérivé 2-hydroxybenzaldéhyde.

ii. Couplage sur un dérivé du 2-hydroxybenzaldéhyde (voie 2, Schéma 79)

Nous avons effectué le couplage azoique des sels de diazonium (benzénediazonium, 4-
bromo-benzénediazonium, 4-bromo-2-méthoxy-benzénediazonium (cf. Schéma 88) sur les
I’hydroxybenzaldéhydes substitués (salicylaldéhyde, 4-méthoxy-benzaldéhyde, vanilline, et 2,4-
dihydroxybenzaldéhyde) en milieu basique a pH 8 — 9 a froid. La coumarine est ensuite formée par
condensation de Knoevenagel suivie de la saponification de I'ester en présence de KOH (Schéma 94

ci-dessous).
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NH,

100
X= H,Br
R'=H, OMe

R2

152
X= H,Br
R'=H, Br

R?® = H,OMe, OH, OMOM,

R3 =H, OMe

R3
153
X= H,Br
R'=H, Br
R° = H, OMe
OH -> O(CO)Ph @
OMOM
R%=H, OMe

X
R2m
R3
154
X= H,Br
R'=H, Br
R? = H,0OMe,
O(CO)Ph -> OH )
OMOM -> OH ©
R3=H, OMe

i- HCI (18 équiv.), NaNO, (1.2 équiv.), EtOH/H,0 (1:1),0-5°C, 1 h ; ii: pH =8 - 9, EtOH/H,O (1:1), 0-5 °C, 2 h

iii: malonate de diéthyle (1.2 équiv.), pipéridine (0.4 équiv.) EtOH, reflux, 6 h ()

; ivi KOH (50 équiv.), Toluéne, 25 °C, 16 h

Rendement de la réaction

Composés X R! R® R® (i) + (ii) (ii) (iii)
Couplage Condensation  Saponification
azoique

LSP9-4126 H H H H 24% 62% 76%

LSP9-4108 H H OMe H 12% 33% 92%

LSP9-4153 H H OH H 21%") 89%") 31%

LSP9-3160 Br H H H 99% 56% 98%

LSP9-3164 Br H OMe H 87% 56% 41%

LSP9-5096 Br H OH H 44% 12% 94%"

LSP9-3162 Br H H OMe  94% 58% 60%

LSP9-3161 Br OMe H H 63% 60% 45%

LSP9-4150 Br OMe OMe H 67% 60% 9%

LSP9-3163 Br OMe H OMe  52% 45% 59%

(a): le groupement OH est protégé sous forme de —O(CO)Ph avant de faire la condensation de Knoevenagel. (b): La déprotection du

groupement -O(CO)Ph se fait in situ lors de la condensation de Knoevenagel (étape iii). (c): la saponification (étape iv) est suivie de

I'hydrolyse acide (H,SO4.conc, 40 °C, 15 min, en one-pot) du groupement méthoxyméthyle-éther pour générer I’hydroxyle. (d): la catalyse

de la condensation de Knoevenagel se fait uniguement en présence de la pipéridine (en absence d’AcOH). (e): La saponification du

composé se fait en présence de 6 équivalents de KOH.

Schéma 94 : Formation des analogues phényldiazényl-3-carboxy-coumarinyles.

Nous avons formé 10 analogues en utilisant cette méthode de synthése. Les rendements des

4 étapes, et notamment du couplage azoique et la condensation de Knoevenagel, varient beaucoup

en fonction de la nature des réactifs (dérivé aniline, et 2-hydroxybenzaldéhyde substitué).
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Couplage azoique

Réactivité des sels de diazonium

La comparaison des résultats de la réaction montre un faible rendement lors de I'utilisation
de I'aniline en comparaison aux 4-bromo-2methoxy-aniline et 4-bromoaniline. Cela est d{ a la faible
électrophilie, associée a la dégradation du sel de benzénediazonium en milieu basique. Le 4-bromo-
2-méthoxy-benzénediazonium, moins réactif que le benzénediazonium, conduit néanmoins a un
meilleur rendement di a la mauvaise solubilité dans le solvant H,O/EtOH (1:1). Le meilleur
rendement est obtenu avec la 4-bromoaniline, grace a la grande réactivité de ce sel de diazonium

activé par effet inducteur attracteur du brome.

Stabilisation par effet
mésomeére donneur.

\ (m ® N ® N Augmentation de
N® N N I"&lectrophilie
_O C par effet inductif
- > > attracteur du Br
Br H Br
147 145 146
4-Bromo-2-méthoxy- Benzénediazonium 4-Bromo-benzénediazonium
benzéenediazonium
Faible solubilité dans le Trés soluble dans le Peu soluble dans le
solvant H,O/EtOH (1:1) => solvant H;O/EtOH (1:1) =>  solvant H,O/EtOH (1:1)
moins de dégradation => degradation => et trés réactif =>
bon rendement rendement faible bon rendement
)

Augmentation de la réactivité des sels diazonium

Schéma 95: Cinétique de réactivité des sels de diazonium.

o Régiosélectivité sur I’hydroxybenzaldéhyde substitué

Nous avons couplé les sels de diazonium (145, 146, et 147) sur le 2-hydroxybenzaldéhyde (le
salicylaldéhyde, 57), le 3-méthoxy-2-hydroxybenzaldéhyde (la vanilline, 155), le 4-méthoxy-2-
hydroxybenzaldéhyde (59), le 2,4-dihydroxybenzaldéhyde (60) et le 4-diéthylamino-2-
hydroxybenzaldéhyde (58).

125



\ X \ X0 \ X0 ~ =0 ~o
f OMe

57 155 59 60 58

Position de substitution T *

du sel de diazonium L N
majoritaire minoritaire

Schéma 96: Structures des hydroxybenzaldéhydes substitués et position du couplage
azoique.

La réactivité des composés 57, 155, 59, 60 est présentée dans les paragraphes ci-dessous.

Nous allons présenter la réactivité du composé 58 dans un paragraphe dédié a cet effet.

o Régiosélectivité sur le salicylaldéhyde et la vanilline, réactifs 57 et 155

Nous avons réalisé le couplage azoique des composés 57 et 155 sur les sels de diazonium
145, 146 et 147. Nous obtenons cinqg composés dont les structures et les rendements du couplage

azoique sont présentés dans le Tableau 4 ci-dessous.

X R’
Hydroxybenzaldéhyde \©:N»,N 5

N
substitué \Q\A
OH

R3
Composés X R! R’ Couplage azoique
Salicylaldéhyde 156 H H H 24%
(réactif 57) 157 Br H H 99%
158 Br OMe H 63%
Vanilline 159 Br H OMe 94%
(réactif 155) 160 Br OMe OMe 52%

Tableau 4 : Intermédiaires diazényles obtenus par couplage azoique sur le
salicylaldéhyde et la vanilline.

Nous constatons que, lors de la formation de la liaison azo sur les composés 57 et 155, la
régiosélectivité de la réaction est orientée par le groupement OH situé sur le carbone 2. En milieu
basique, ce groupement est déprotoné. Il active le carbone 5 en para, et le carbone 3 en ortho. La
substitution des sels de diazonium est régiospécifique sur le carbone 5. Elle conduit trés
majoritairement au produit de couplage en para du 2-hydroxyle (sur le carbone 5) avec des
rendements modérés a bons (24 - 99%). L’attraction électrostatique entre le diazonium (cation) et
I’anion hydroxylate ne semble pas assez conséquente pour induire la substitution en ortho (sur le
carbone 3). L'encombrement stérique, associé a l'effet inducteur attracteur du groupement

hydroxylate, défavorise la substitution sur cette position (sur le carbone 3). La comparaison des
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rendements du couplage azoique sur le réactif 57 (157 et 158, 99% et 63%) par rapport au réactif 155
(159 et 160, 94% et 52%), montre que le groupement 3-méthoxy (réactif = vanilline) n’a que peu

d’effet sur la variation du rendement de la réaction.

o Régiosélectivité sur le 4-méthoxy-hydroxybenzaldéhyde (réactif 59)

Trois intermédiaires, dont les structures sont mentionnées dans le Tableau 5 ci-dessous, ont

été obtenus a partir de I’hydroxybenzaldéhyde 59.

X R’
Hydroxybenzaldéhyde C[ .
substitué o jiro
MeO OH
Composés X R! Couplage azoique
160 H H 12%
réactif 59 161 Br H 87%
162 Br OMe 63%

Tableau 5: Intermédiaires diazényles obtenus par couplage azoique sur le 4-méthoxy-
hydroxybenzaldéhyde.

Le composé 59 posséde deux groupements orienteurs (OH, OMe). Dans le cas du composé
162 par exemple, le couplage azoique en milieu basique (pH = 8 — 9), et acide (pH = 1) conduit a la
formation des deux régioisoméres avec un rapport = 1/3, et 1/1 (ortho/para), respectivement. Nous
en déduisons qu’en milieu basique le groupement 2-hydroxyle oriente majoritairement la
régiosélectivité. En milieu acide, I'effet activateur des deux groupements mésomeres donneurs est
comparable. De plus, I'hydroxyle est légerement désactivé par la fonction aldéhyde via une
stabilisation par liaison hydrogéne intracyclique. Les produits de couplage sont obtenus avec des

rendements de 12 — 87% (Tableau 5 ci-dessus).

o Le 2,4-dihydroxybenzaldéhyde, réactif 60

Nous avons couplé le 4-bromo-benzénediazonium 146 et le benzénediazonium 145 sur le

composé 60 (Tableau 6 ci-dessous).

X
Hydroxybenzaldéhyde @ N
substitué N mo
HO OH

Composés X Couplage azoique
163 Br 44%

réactif 60
164 H 21%

Tableau 6: Intermédiaires diazényles obtenus par couplage azoique sur le 2,4-
dihydroxybenzaldéhyde.
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Lors du couplage du 4-bromo-benzénediazonium, on obtient la formation de deux
régioisoméres (couplage sur les carbones 3 et 5), avec un rapport 2/1 en faveur du produit de
couplage sur le carbone 3. Nous expliquons ces résultats par I'attraction électrostatique entre le
cation diazonium et les anions hydroxylates. Le produit souhaité 163 est obtenu avec un rendement
de 44%.

Dans le cas du benzenediazonium, nous obtenons la formation du produit de couplage sur le
carbone 5 (majoritaire) et le produit dicouplé (minoritaire) avec un rapport 2/1. Le produit souhaité

164 est obtenu avec un rendement faible (21%).

o Réactivité des intermédiaires diazényles dans la Condensation de Knoevenagel

La formation de la coumarine se fait dans les conditions classiques a partir des intermédiaires
diazényles issus du couplage azoique (cf. Schéma 94), en présence de pipéridine dans I'EtOH a reflux.
Le Tableau 7 résume les rendements de la condensation en fonction de la nature, et la position des

substituants.

R3
Composés X R! R’ R® Condensation
165 H H H H 62%
166 Br H H H 56%
167 Br OMe H H 60%
168 Br H OMe H 56%
169 Br OMe OMe H 60%
170 Br H H OMe 58%
171 Br OMe H OMe 45%

Tableau 7: variation du rendement de la réaction de knoevenagel en fonction de la
nature des substituants.

Nous analysons les effets des substituants OMe et Br. On remarque d’aprés les résultats que
les rendements varient peu en fonction de la position du groupement méthoxy (45 - 62%). Il semble
donc que la présence de la liaison azo limite les effets électroniques du groupement OMe,
notamment sur le carbone 7. En absence de la liaison azo, ce groupement OMe améliore le
rendement de la condensation de knoevenagel (Schéma 47). La substitution de la position 8 par un
groupement trés encombré empéche la formation de la coumarine. Ces observations sont
confirmées lors de la formation de la coumarine sur un mélange de régioisoméres ortho/para

d’intermédiaires phényl-diazényles (voir le
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Schéma 97 ci dessous).

Br OMe OH Br OMe
\©[ OMe
N _N malonate de diéthyle (1.2 équiv.), N COOEt
N* @\Ao . N* piperidine (0.4 équiv.), N m
2 EtOH, reflux, 6 h
2 R , reflux, R2 o o

R OH Br »
60%
172
158, R2=H 167, R2=H
162, R? = OMe R?=H, OMe 169, R2 = OMe
On obtient uniquement la coumarine

Intemediaire para-couplé Intemediaire ortho-couplé issue du rgioisomeére para-couplé
Proportions des
deux regioméres | ©rtho para

R%2=H 2 8

R? = OMe 1 1

Schéma 97: Effet d'un substituant encombré sur le carbone 3.

Cas particulier des intermédiaires issus du 2,4-dihydroxybenzaldéhyde

i. Produit issu de la réaction avec le benzénediazonium 145

La formation de la coumarine sur I'intermédiaire 164 ne conduit pas au produit souhaité
(174). On observe au contraire la dégradation du réactif. Nous avons donc protégé I'hydroxyle en
position 4 par un groupement benzoyle, suivie de la formation de la coumarine dans les conditions

classiques de condensation de Knoevenagel (Schéma 98 ci-dessous).
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OH
malonate de diéthyle (1.2 équiv.), ©\
Ney pipéridine (0.4 équiv.), NEa Xy COOE
OH EtOH, 6 h, reflux
> HO (O]
164 174

O O

ph)J\ /mph (1.2 équiv.),

(o]

Et3N (1.2 équiv.),
DCM, 25°C, 16 h OH

Conversion a 63% N
- °N
OBz malonate de diéthyle (1.2 équiv.),

pipéridine (0.4 équiv.),
EtOH, reflux, 6 h
173 89%

Schéma 98: Formation du composé 174 par condensation de Knoevenagel.

Lors de la réaction, la condensation de Knoevenagel est lancée sur le mélange de 164 (se
dégrade lors de la réaction) et 173. Nous obtenons la formation du produit 174 a partir du réactif 173
avec un bon rendement (89%). La déprotection du benzoyle se fait in situ lors de la formation de la
coumarine. Lors de I'analyse par CCM, nous remarquons la formation de deux produits séparables
sur colonne chromatographique, avec un rendement de 65%, et 24%. Cependant, I'analyse par RMN
montre que les deux produits sont identiques (mémes pics avec exactement les mémes
déplacements chimiques). Les deux produits représentent probablement les deux formes tautomeres
du composé 174 (Schéma 99 ci-apres). La caractérisation de la forme majoritaire a été faite par RMN
(*H, °C, HMBC, NOESY). Le spectre ‘H montre un proton deblindé & 12.02 ppm similaire au
déplacement chimique d’un groupement hydroxyle O-H, ou d’une amine N-H. Le spectre “°C ne
montre pas la présence de pic caractéristique des cétones aromatiques (160 — 180 ppm). L’analyse
du spectre HMBC permet l'identification des protons Hs et Hs, se trouvant a 8.24 ppm et 7.04 ppm
respectivement. Le spectre NOESY montre une corrélation entre le proton deblindé (a 12.02 ppm) et
le proton Hs a 7.04 ppm montrant que la molécule se trouve potentiellement sous la forme azo
A174/B174. Cependant, ’absence de corrélation en NOESY ne permet pas de conclure sur I'absence

de la forme hydrazo.
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Tautomérisme

A174 C174

awISLIdWOoS

Qm — Qm
o7 0”0 H-o o Yo

B174 D174

Forme hydrazo Forme azo

Schéma 99: équilibre céto-énolique.

ii. Produit issu de la réaction avec le 4-bromo-benzénediazonium

Pour cette synthése, nous avons monoprotégé le 2,4 dihydroxybenzaldéhyde par le
groupement méthoxyméthyle éther, effectué le couplage azoique, puis formé la coumarine par

condensation de knoevenagel (Schéma 100 ci-dessous).
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1. HCI (18 équiv.), Br
NaNO, (1.2 équiv.) N
EtOH/H,0 (1:1), N~ j@f@
~o 0-5°C,1h
BFQNHz + @(\ > MOMO OH
MOMO OH 2.pH=8-9,

EtOH/H,0 (1:1),
0-5°C, 2h

y

148 175 conversion a 44% 176
A
MOM-CI (1.2 équiv.), malonate de diéthyle (1.2 équiv.),
K,COs3 (3 équiv.), pipéridine (0.4 équiv.),
Dioxane, 80 °C, 4 h EtOH, reflux, 6 h
40% 12%
\J

Br\©\
HO OH MOMO o "0

60 177
Schéma 100: Formation de I'analogue 177.
Nous obtenons le produit 176 avec un taux de conversion de 44%. Un mélange du produit
d’intérét 176 et du réactif 175 est obtenu. Le mélange est difficilement séparable (rapport frontal sur
CCM tres proche). La formation de la coumarine 177 se fait sur le mélange avec un rendement faible

(12%).

o Cas particulier de la 7-diéthylamino-phényldiazényl-coumarine 178

Nous avons envisagé différentes méthodes de rétrosynthese pour la formation de ce
composé. Le produit pourrait étre obtenu a partir du couplage d’un dérivé aniline (148) sur la 4-
diéthylamino-2-hydroxybenzaldéhyde 58 par couplage azoique suivi de la formation de la coumarine
(voie 1). Dans la voie 2, le produit serait formé par couplage azoique de I'aniline 180 sur I'6-
aminocoumarine 179. Enfin, la voie 3 est une condensation du dérivé nitrosobenzéne 181 sur

I"aminocoumarine 179 (Schéma 101 ci-dessous).
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o H,N «_-COOEt
. Br NH2 + NH2
Et,N OH o

Et,N

58 179 180

148
Voie 1 .
% ﬁ Voie 2
Br.
\©\N¢N AN COOH Voie 3 HszCOOEt
+ Br NO

Et,N o)

178 179 181

Schéma 101: Rétrosynthése de la 7-diéthylamino-phényldiazényl-coumarine 178.

Voie 1 : couplage sur ’hydroxybenzaldéhyde substitué 58

Nous avons réalisé le couplage du 4-bromo-benzeénediazonium sur le réactif 58 en milieu

basique (Schéma 102 ci-dessous).

1. HCI (18 équiv.), (0]
NaNO, (1.2 équiv.),

NH EtOH/H,0 (1:1), HO_ 2 Br
2 S0  0-5°C,1h N
+ > N\\N 5 + Nc \O
Br Et,N OH 2.pH=8-9, /©/ 3
]

EtOH/H,0 (1:1) B NEt, Et,N OH
0-5°C,2h
0, 0,
<10% 100% 0%
148 58 182 183

Schéma 102: Couplage azoique sur la 4-(diéthylamino)-2-hydroxybenzaldéhyde.

Nous obtenons la formation régiospécifique du produit non souhaité avec un rendement
faible (< 10%). Nous avons estimé que I'encombrement stérique important du groupement 4-
diéthylamino diminue considérablement la réactivité du réactif 58. Dans ces conditions, la
substitution serait orientée par I'attraction électrostatique entre le cation diazonium et I’anion
hydroxylate. Par conséquent, nous avons réalisé le couplage azoique en milieu acide (pH 4 - 5) afin
d’éviter la déprotonation du groupement 2-hydroxyle. Malheureusement, nous obtenons des
résultats similaires au couplage en milieu basique avec la formation régiospécifique du produit de
couplage sur le carbone 3. Nous expliquons ces résultats par la déprotonation locale du groupement
2-hydroxyle provoqué par I'ajout de NaOH lors du contréle du pH de la réaction. En effet, dans le
protocole expérimental, nous maintenons le pH de la réaction a 4 — 5 en utilisant une solution de
NaOHaq 10%. Cette solution basique déprotonérait localement le groupement 2-hydroxyle et

conduirait, par conséquent, a la formation du produit ortho-couplé. Des résultats similaires avaient
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été observés lors du couplage de sels diazonium sur le motif naphtyle pour la formation de colorants

1252 Kaminski et coll. ont dénommé ce phénomeéne «effet de micromixing» **’. Le couplage

azoiques
sur le dérivé hydroxybenzaldéhyde 58 n’ayant pas conduit au produit souhaité (voie 1), nous avons

donc effectué le couplage de I'aniline sur I'aminocoumarine 179 (voie 2).

Voie 2 : Formation du produit a partir d’'une 6-aminocoumarine

Dans cette voie de synthese, le sel de diazonium sera formé a partir de 'aminocoumarine. Le
couplage azoique a pH 7 - 8 permettrait la formation de la liaison azo. L’aniline peut attaquer le sel
de diazonium par le carbone 4 en para du groupement amino, ou par le groupement NH,. La
formation du produit souhaité passe par un intermédiaire triazéne lorsque I'attaque nucléophile est
réalisée par le groupement amino. Dans ce cas, un second équivalent de I'aniline est nécessaire a la
transformation du triazeéne pour former le produit souhaité. La derniere étape concernera la

transformation du groupement amino en brome par réaction de Sandmeyer en présence de KBr

Br.
H,N COOEt  1.NaNO, (1.2 équiv.), \©\ N COOH
m 2. Aniline (2.2 équiv.), N m
EtN o0 Yo pH=7-8 > Et,N o Yo
3. KBr (1.2 équiv.),
179 4. NaOH (4 équiv.), 178

suivie de la saponification.

e
NH, H,N
N\\\ﬁ COOE O N COOE
HoN . COOEt o N t N N t
NaNO, (1.2 équiv.) >

0 >

Et,N

179 184a1 184

k CL,.
NaNO, (1.2 équiv.)
N:® N N
5 HoN2 AN
\VNmCOOEt 2NN\ mCOOEt
— >
o” O

Formation Et,N [OJN ] EtN
via un triazéne

Y

184a2 184b2

NH;
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Schéma 103: Mécanisme réactionnel proposé du couplage azoique de I'aniline sur

I’'aminocoumarine 179.

Nous avons formé I'aminocoumarine 179 en trois étapes a partir de 4-diéthylamino 58
suivant la séquence «nitration, condensation en coumarine, réduction du groupement nitro». La
nitration se fait dans I'acide acétique en présence de 2 équivalents d’acide nitrique. La formation de
la coumarine se fait dans les conditions classiques de Knoevenagel, en présence du malonate de
diéthyle et la pipéridine. La réduction du groupement nitro a lieu en présence de Zn” et du NH,CI

(Schéma 104 ci-dessous).

H o H malonate de diéthyle (1.2 équiv.), N COOEt
OH 11NO; (2 équiv.), AcOH, OH Dipéridine (40 mol%), 2 X
0°C->25°C,2h EtOH, reflux, 16 h
> O,N > Et,N o Yo
0,
NEt, 34% NEt, 54%
58 185 186

zZn© (6 équiv.),
NH,CI (2 équiv.),

H,N COOEt
H,0, reflux, 2 h 2 m
Et,N o o

47%

179

Schéma 104: Formation de la 6-aminocoumarine 179.

La nitration du réactif 58 et la formation de la coumarine 186 se font avec des rendements de
34% et 54%, respectivement. La réduction du groupement nitro en NH, se fait via une réduction a 6
électrons par le zinc métallique avec un rendement de 47%. Nous avons formé le sel de diazonium a
partir de cette aminocoumarine (179), en milieu acide, en présence de nitrite de sodium. Le couplage
azoique se fait pH 7 - 8 en présence de I'aniline. Lors de la réaction, I'aniline est ajoutée en exces (2
équivalents) pour induire la transformation de I'intermédiaire triazéne éventuel (cf. Schéma 103). Le

Schéma 105 montre les conditions réactionnelles.

1.HCI (18 équiv.), HN
NaNO, (1.2 équiv.), 2
EtOH/H,0 (1:1),
HszCOOEt 0°C. 1 F NcNmCOOH
Et,N 0~ o 2.pH=7-8, Et,N o~ o
EtOH/H,0 (1:1),
179 OQC, 2h

(2.2 équiv.)

Y

179

Schéma 105: Couplage azoique de I'aniline sur le sel de diazonium de la 6-

aminocoumarine 179.
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Malheureusement, nous n’obtenons pas la formation du produit souhaité dans ces
conditions. Nous remarquons que le sel de diazonium ne réagit pas avec I'aniline, vraisemblablement

pas assez nucléophile.

Perspective pour la formation de ce produit

La réaction de Mills a partir de 'aminocoumarine 179 et du 4-bromo-nitrosobenzene 181
pourrait étre une bonne méthode pour la formation de ce produit. La synthése du dérivé
nitrosobenzéne se ferait en présence d’Oxone® dans un mélange biphasique H,0/DCM, suivie de la
condensation du groupement nitroso sur I'aminocoumarine dans |'acide acétique (Schéma 106 ci-

dessous).

HszCOOH
1.1 équiv.) B
Oxone® (5 équiv.) Et,;N o Yo (-1équiv) Br
H,O/DCM (1:3) N COOH
25°C, 20 min AcOH NE N
Br NHy ---------------- » Br NO ------mmme >
Et,N o Yo

148 181 178

Schéma 106: Formation du composé phényldiazényl-7-diéthylamino-coumarine par
réaction de Mills
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X1.2. Conclusion

Nous avons formé 11 composés phényldiazényl-coumarinyles parmi lesquels on distingue dix
analogues diazényl-3-carboxy-coumarinyles et un analogue diazényl-4-méthyl-coumarinyle. Les
composés 3-carboxy-coumarinyles sont formés en 3 a 5 étapes, notamment, suivant la séquence
« couplage diazoique, condensation de Knoevenagel, saponification», I'analogue diazényl-4-méthyl-
7-hydroxycoumarine est formé en 2 étapes, suivant la séquence « condensation de von Pechmann,
couplage azoique ». L’évaluation des activités biologiques de ces composés permettra de savoir si les
motifs 3-carboxy-coumarines et les 4-méthyl-coumarines sont des bons isosteres du motif naphtyle

disulfonique.
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Xll. Syntheése des analogues styryl-coumarinyles

Nous avons développé des analogues styryl-coumarinyles. Dans ces composés, la liaison azo
est remplacée par une liaison alcéne. La structure de ces ligands est présentée dans le Schéma 107

ci-dessous.

R2 =H, OMe, OH

Analogues styryl-coumarinyles

Schéma 107: Structure des analogues styryl-coumarinyles.

Trois voies de rétrosynthese ont été envisagées pour la formation de ces composés. La
premiere voie est un couplage de Matsuda-Heck a partir du styréne et d’'une aminocoumarine 74. Les
voies 2 et 3 sont des couplages de Suzuki-Miyaura a partir d’'une iodocoumarine. Dans la voie 2

I’ester boronique est généré in situ (Schéma 108 ci-dessous).

I COOEt
HoN - COOEt | - COOEt m
2m R? 0”70
R o0 o

74 61 61

Py
N
(e}

OR

B

187 101 102

/
\'\\

Composés styryl-coumarinyles

Schéma 108: Rétrosynthése des composés styryl-coumarinyles.

Dans les paragraphes ci-dessous, nous allons détailler ces trois voies de synthéese.
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Xll.1. voie 1: Couplage de Matsuda-Heck

Le couplage de Matsuda-Heck est une arylation palladocatalysée utilisant des sels de
diazonium a la place des iodo-aryles et triflate-aryles utilisés lors du couplage de Mizoroki-Heck. Le
couplage sur le sel de diazonium libére du diazote, trés bon groupement partant, qui facilite
|'addition oxydante sur le palladium [Pd(o’]). L'étape suivante est une carbopalladation, puis la
déshydropalladation permet la formation du produit 190. Le palladium [Pd”] est régénéré en

présence de la base (Schéma 109 ci-dessous).

S)
R
X +N2/
190a
O)L4 L
CO
® o
RN,PdO)L, X
190d
H-Pd“'
AO N,
@
Ph/\/R £ L\Pd(”)—R
L/ \|_ 190b
190 L L
\/
L—pd® cP
R
Ph/'\:,
CO = coordination i /\ph
AO = Addition oxydante
CP = Carbopalladation
D = beta-élimination 190c

Schéma 109: Mécanisme du couplage de Matsuda-Heck proposé par Sabino et coll *%,

Nous avons utilisé cette méthode pour former les composés styryl-coumarinyles. La réaction
a lieu a 25 °C dans le THF en présence de I'aminocoumarine 191, du nitrite de tert-butyle, de

Pd(OAc), et du ligand 2,6-diisopropylphényl-imidazolium (Schéma 110 ci-dessous).

1. 'IBUONO (1 équiv.),

H,N - COOEt BF3=OEt, (1 équiv.)
m THF, 0°C, 1h
MeO oo >
2. Pd(OAc), (5 mol%),

191 L (5 mol%), 192
0°C->25°C, 16 h

Schéma 110: Formation des composés styryl-coumarines par couplage Matsuda-Heck
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Le nitrite de tert-butyle est un donneur organique d’ion nitrosonium hautement électrophile.
Durant la réaction, I'aminocoumarine est d’abord transformée en sel de diazonium, suivie du
couplage palladocatalysé du styrene. Le [Pd”] nécessaire a la catalyse de la réaction est généré in

189

situ a partir du Pd(OAc), du ligand 2,6-diisopropylphényl-imidazolium ~*°. Malheureusement, nous
remarquons que ces conditions réactionnelles conduisent a la dégradation du sel de diazonium. Une
stabilisation du diazonium, sous forme de sel de tetrafluoroborate en présence de I'acide BF;e0OEt,, a
été envisagée sans conduire a un résultat concluant (dégradation du réactif). Nous avons donc

effectué la synthése du produit par couplage de Suzuki-Miyaura.

Xll.2. Couplage de Suzuki-Miyaura

Deux voies de synthése par couplage de Suzuki-Miyaura pour la formation des produits
finaux ont été testées. Les deux méthodes utilisent des iodocoumarines comme précurseur.
L'arylation palladocatalysée de Suzuki-Miyaura se fait en milieu basique a partir d’'un halogéno-aryle
et d’un ester boronique (ou acide boronique). Dans le mécanisme de la réaction, le palladium [Pd"],
utilisé comme catalyseur, réalise une addition oxydante sur I’'halogéno-aryle suivie de I'’échange de
ligand de I'halogene par I'ion hydroxyde présent dans le milieu (condition basique). Ce groupement
hydroxyde lie le bore et facilite la transmétallation sur le palladium. Les derniéres étapes sont la cis-
isomérisation suivie de I’élimination réductrice conduisant a la libération du produit de couplage et la

régénération du catalyseur. L’hydroxyde joue un role important lors de la cis-isomérisation.
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™ = transmetallation

Cl + ER = cis-isomérisation suivie de I'élimination réductrice

Schéma 111: Mécanisme du couplage de Suzuki-Miyaura

Nous avons réalisé la formation des composés styryl-coumarinyles par cette méthode. Dans
la voie 2, la formation du produit LSP16-2074 se fait dans le THF en présence d’un exces de Na,CO;,
du catéchol borane, du phénylacétylene 101, du Pd(PPhs), et d’un synthon iodo-coumarinique. Dans
ces conditions, |'ester boronique est généré in situ a partir du phénylacétylene 101 (Schéma 112 ci-

dessous).

Q
BH (1.5 équiv.),
(o}

Pd(PPhs), (20 mol%),
NaZCO3’ (5 équiv.),

! X COOH THF/H,0 (2:1),
+ Q‘: reflux, 16 h
o Yo

64 101 LSP16-2074

Y

Schéma 112: Formation du composé LSP16-2074 par couplage de Suzuki-Miyaura

(voie2).

Cette voie de synthése ne conduit pas non plus a la formation du produit souhaité. Nous
expliquons ses résultats par une dégradation du catécholborane. Finalement, nous avons opté pour

I'utilisation d’un ester boronique commercial pour former les produits (voie 3). Le couplage se fait
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dans un reflux de THF/H,0 (1 :1) en présence de Pd(PPhs), et d’un excés la base Na,COs;. Nous avons
utilisé les synthons éthyle-6-iodo-coumariniques pour réaliser la réaction. La saponification de I'ester

éthylique se fait in situ (Schéma 113 ci-dessous).

QH

B
O/\/ “OH
(1.2 équiv.),

Pd(PPhg), (20 mol%),
Na,CO3 (5 équiv.),

' . COOEt THF/H,0 (2:1),
reflux, 16h
R2 0" o

Y

61
Composés R® rendement
LSP16-2074 H 48%
LSP16-2077 OMe 10%

Schéma 113: Formation des analogues styryl-coumarinyles par le couplage de Suzuki-
Miyaura (voie 3)

Nous avons obtenus les produits finaux avec des rendements faibles de 48% et 10%
respectivement pour les composés LSP16-2074 et LSP16-2077. Le mauvais rendement de cette
derniere est d( a la purification délicate du composé, par trituration dans I'éthanol a chaud. Les

tentatives de purification sur colonne chromatographique ont conduit a la dégradation du produit.

o Cas particulier de 'analogue 7-hydroxy-6-styryl-coumarine LSP16-2095

Nous avons envisagé la formation du composé 130 dans les conditions classiques de
couplage de Suzuki-Miyaura en présence de lI'iodocoumarine, d’'un ‘excés de Na,CO3;, et en présence

du catalyseur Pd(PPh;), (Schéma 114 ci-dessous).

X B(OH),
m équiv.),
Pd(PPh3), (20 mol%),
Na,COj; (5 équiv.),

| N COOEt
THF/H,0 (2:1),
reflux, 16h
HO o” ~0

67 LSP16-2095

Y

Schéma 114: Couplage de Suzuki-Miyaura sur la 7-hydroxy-6-iodocoumarine.

Malheureusement, nous n’obtenons pas la formation du produit souhaité dans ces
conditions. On remarque la dégradation de l'iodocoumarine 67. Le groupement 7-hydroxyle de la
coumarine a finalement été protégé par le méthoxyméthyle éther suivie du couplage

palladocatalysé. La déprotection du groupement protecteur méthoxyméthyle se fait ensuite en

142



milieu acide dans un mélange H,SO,/EtOH. La saponification se fait en milieu basique (Schéma 115

ci-dessous).

X B(OH),
©/\/ (1.2 équiv.),
1. Pd(PPhg), (20 mol%),
[ COOEt Na,CO; (5 equiv.), _

A THF/H,0 (2:1), X
reflux, 16h
MOMO 0~ o HO 0" o

\J

2. H,SO4.conc 95% (10 équiv.),
196 EtOH, 15 min, 40° C 197
15%

KOH (4 équiv.),
EtOH, 16 h, 25 °C

LSP16-2095

Schéma 115: Formation de I'analogue 7-hydroxy-6-styryl-coumarine (LSP16-2095).

Nous avons obtenu le composé 197 avec un rendement faible de 15%. Malheureusement,
contre toute entente, la saponification en milieu basique conduit a la dégradation du composé. Dans
les perspectives, pour la formation de cet analogue, la saponification de I'ester éthylique sera faite
avant la déprotection du groupement méthoxyméthyle éther. On pourrait également réaliser le

couplage de Suzuki-Miyaura directement sur la coumarine acide 127.

COOH

O

198 LSP16-2095 127

Schéma 116: Perspectives pour la synthése de la 7-hydroxy-6-styryl-coumarine (LSP16-
2095).
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Xlll. Synthése des analogues phényléthynyl-coumarinyles

La méthode la mieux adaptée pour la formation de la liaison alcyne entre deux aryles est le
couplage palladocatalysé de Sonogashira. Ce couplage se fait en présence d’un halogéno-aryle et
d’un éthynyl-aryle. Le palladium [Pd"”] est utilisé comme catalyseur, il réalise une addition oxydante
sur I'halogéno-aryle. En paralléle, I'alcyne terminal est déprotoné par la triéthylamine. On obtient
alors l'alcynure de cuivre qui effectue une transmétallation avec le palladium pour former
I'intermédiaire 202c. La derniere étape d’élimination réductrice conduit a la formation du produit de

couplage (Schéma 117 ci-dessous).

PdNL,X, 199

2 EtzN

@
2 HX, Et,NCHCHg

|
0)L2

</ \;
;U

L
d(”) S Il
2R /Pd( ) X
L \ 7,
X
R
202c M 202a
A.O. = addition oxidante
T.M. = transmetalation
E.R. = elimination reductrice
202b
EtzN  + Et3NH |

201
Schéma 117: Mécanisme du couplage de Sonogashira **°
Cette méthode a été employée pour parvenir a la formation des composés éthynyl-
coumarinyles. Nous avons utilisé les synthons iodo-coumariniques et le phénylacétyléne. La
formation des produits a été faite dans les conditions classiques de Sonogashira en présence de la

Et;N dans le DMF a 25 °C. Dans le cas ou l'iodocoumarine utilisé est sous forme ester éthylique (cas
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de LSP17-1177), la saponification se fait en milieu basique en présence de NaOHaq a reflux (Schéma

118 ci-dessous).

@E (1.2 équiv.),

1. Pd(dppf)Cl, (5 mol%),
Cul (10 mol%),
Et3N (8 équiv.),

'mCOOR DMF, 25°C, 16 h
R? o~ o 2. NaOH (4 équiv.),

EtOH/H,O (1:1),

61 reflux, 2 h
Composés R R? Sonogashira Saponification
LSP17-1044 H H 77% -
LSP17-1046 H OMe 73% =
LSP17-1177 Et OH 47% 74%
LSP17-1042 H NEt, 32% =

Schéma 118: Formation des composés phényléthynyl-coumarinyles.

Nous obtenons la formation des produits avec des bons rendements (30 - 80%). Dans le cas
de I'analogue LSP14-1177, la forme ester éthylique du synthon coumarinique est utilisée lors du
couplage de Sonogashira. Le produit obtenu a l'issu du couplage est saponifié avec un bon

rendement (74%).

o Commentaire sur les rendements du couplage de Sonogashira

Les deux étapes limitantes du couplage sont I'addition oxydante et la transmétallation. Elles
sont sensibles a la force de la liaison carbone-iode (addition oxydante), et a 'encombrement stérique
(addition oxydante, transmétallation). Plus la liaison carbone-iode est faible, meilleur est le
rendement, de méme plus la coumarine est pauvre en électron, meilleur sera le rendement de la
réaction. Enfin, moins la coumarine est encombrée meilleur sera le rendement. L'analyse des
rendements vérifie les prédictions. Le meilleur rendement est obtenu avec le composé LSP17-1044
tandis que le rendement diminue considérablement dans le cas de du composé 7-diéthylamino

LSP17-1042 (encombrement stérique important).
XIV. Syntheése des composés phényltriazol-coumarinyles

Les composés phényl-triazol-coumarinyles représentent les analogues dans lesquels le lien
azo est remplacé par un cycle 1,2,3-triazole. Différentes méthodes de formation des cycles triazoles

existent dans la littérature. Parmi ces méthodes, la mieux adaptée reste la cycloaddition 1,3 dipolaire
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en présence d’un précurseur alcyne et un azide. La méthode proposée par Sharpless préconise une
catalyse au Cu(l). Cela permet notamment la formation régiospécifique du produit 1,4-di-substitué
(régioisomére souhaité) a 25°C et avec de trés bons rendements **. Le mécanisme proposé par
Sharpless commence par la formation de I'alcynure de cuivre 204a suivie de la coordination de
I’azoture sur le métal via I'azote N1 (204b). On obtient ensuite un metallacyle a 6 chainons (204c)
formé par attaque nucléophile de I'azote N3 sur le carbone C2 de Il'alcyne. La contraction du
metallacyle 204c conduit a la formation d’un intermédiaire cuprate a 5 chainons, 204d. La derniere

étape du mécanisme permet la régénération du catalyseur et la formation régiosélective du produit

1,4-di-substitué 204 par protonation ' . Le mécanisme de la réaction est présenté dans le
Schéma 119 ci-dessous.
= R
204 R— | ‘
N TN = 203
= N\ /T — + B (= base de Lewis)
N-Ar
N:N
cuLn
BH
=
204d R—— / CuLn-1 R
N -|=
- J—
Yo N-Ar <\:/>TCULn-1 204a
N
®N
@ IZ2RAN
N’N Ar
_ R 135
204c R—— | |
~ -|=
CuLn-2 I }
N N \_/ _\JC‘)uLnZ 204b
N A e — ‘}
~
N
"\‘l,,N’ ~Ar
Ne

Schéma 119: Mécanisme de la cycloaddition 1,3-dipolaire proposé par Sharpless **** 1%,

Pour la formation des analogues phényltriazol-coumarinyles, deux voies retrosynthétiques
ont été envisagées. La cycloaddition peut se faire a partir d’une azidocoumarine ou d’une
éthynylcoumarine. Ces deux voies conduisent a des régioisomeres différents. L'usage des
précurseurs éthynecoumarines 205 conduit au régioisomére ol la coumarine est portée par le
carbone C4 du noyau triazole (voie 1). Les précurseurs azidocoumarines 207 permettent la formation
du régioisomeére ol la coumarine est portée par I'azote N1 du noyau triazole (voie 2, Schéma 120 ci-

dessous).
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N
N, |4 Voie 1 X
N - COOH oie mCOOH ©/N3
> +
R2 o o) R2 O (e}
R? = H, OMe, NEt, 205 206
4
N, N1 COOH Y.
——> +
2
R o o R2 o o
R2 = H, OMe, NEt, 207 101

Schéma 120: Rétrosynthése des analogues phényl-triazol-coumarinyles.

Nous avons formé différents analogues en variant la nature du substituants sur le carbone 7

de la coumarine.

XIV.1. Cycloaddition a partir d’'une éthynecoumarine (voie 1)

Nous avons obtenus les précurseurs éthynecoumarines a partir des synthons iodo-
coumariniques dans les conditions classiques de couplage palladocatalysé de Sonogashira, dans le
DMF en présence du triméthylsilylacétyléne, du palladium [Pd"”], de la triéthylamine et de I'iodure

de cuivre ( Schéma 121 ci-dessous).

TMS—== (1.2 équiv.),
Pd(dppf)Cl, (5 mol%), T™S
[ ~~COOH Cul (10 mol%), A COOH
m Et,N (34 6quiv.), =
R2 oo DMF, 25°C, 16 h _ R2 0o
61
Composés R? Rendement
208 H 64%
209 OMe 58%
210 NEt, 89%

Schéma 121: Formation d’éthynecoumarines par couplage de Sonogashira.
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Nous avons réalisé la cycloaddition 1,3-dipolaire directement sur I'intermédiaire silylé 209 en
présence d’ascorbate de sodium, de fluorure de potassium dans un mélange THF/MeOH/H,0. Le

sulfate de cuivre monohydraté (CuSO,eH,0) est utilisé comme catalyseur. (Schéma 122 ci-dessous).

KF*H,0O 3.5 (équiv.), ;

™S CuSO,*H,0 (0.2 équiv.), N T
\\ N COOH N3 Ascorbate de sodium (1 équiv.), N\\N N COOH
©/ TFH/H,O/MeOH (1:1:1)
+
MeO (O e} MeO o” 0
209 206 LSP17-1116

Schéma 122: Cycloaddition sur I'intermédiaire triméthylsilyl-éthynylcoumarine 209.

Dans ces conditions, la déprotection du groupement triméthylsilyle a lieu in situ, suivie de la
cycloaddition. Cette méthode ne conduit malheureusement pas a la formation du produit souhaité.
Nous avons donc opté pour une déprotection du triméthylsilyle suivie du couplage de Sonogashira.
La déprotection est effectuée en présence de TBAF dans le THF a température ambiante ou en

présence de TFA dans le mélange THF/ H,O (Schéma 123 ci-dessous).

™S TBAF (1.1 équiv.),

THF, 25 °C, 16 h
ou
MeO ) o MeO o0 o

TFA (6 équiv.),
209 DCM, 25 °C, 16 h 211

Schéma 123: Déprotection du TMS.

Lors de la réaction, I'anion fluorure hautement silicophile attaque le silicium et induit la
libération de I'alcyne terminale. Malheureusement, cette voie de synthése conduit a la dégradation
du réactif. La déprotection en présence de TFA ne permet pas non plus a la formation du produit
souhaité. La coumarine ne réagit pas avec I'acide a 25 °C tandis que le chauffage a 80°C conduit a la
dégradation du réactif apres 4 h de réaction. Nous avons changé de conditions réactionnelles en

effectuant la déprotection a 25 °C en présence d’EtOH/NaOHaqg 10% (Schéma 124 ci-dessous).

T™MS NaOH (4 équiv.),
N EtOH/H,0 (1:1) N
N COOEt 2 ; A
MeO 0~ o MeO 0”0
209 211

Schéma 124: Déprotection du TMS avec le NaOH.
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La déprotection du triméthylsilyl-éthynylcoumarine 209 fonctionne dans ces conditions.
Cependant, nous obtenons également une impureté difficilement séparable du produit souhaité.

Nous avons donc changé de voie de synthése.

XIV.2. Cycloaddition a partir d’'une d’azidocoumarine (voie 2)

Cette voie de synthese utilise les synthons azidocoumarines dont la synthése a été détaillée
dans le partie A de ce chapitre. La cycloaddition se fait a 25 °C par catalyse a I'iodure de cuivre dans
le DMSO. Lorsque l'azidocoumarine utilisée est sous forme d’ester éthylique, la cycloaddition
dipolaire est suivie de I'hydrolyse en milieu acide (TFA), ou basique (NaOH) pour obtenir les

composés finaux (Schéma 125 ci-dessous).

1. Cul (10 mol%),
DMSO, 25 °C, 16 h

@% (1.2 équiv.), N —
NsmCOOR \‘N,NmCOOH
R2 o Yo 2. Hydrolyse R2 (O JNo)

73 Conditions d'hydrolyle

Y

RZ=H => TFA (0.6 équiv.),
DCM, 25°C, 16 h

R2=0Me => NaOH (4 équiv.),
EtOH/H,0 (1:1),

reflux, 16 h
Composés R? R Cycloaddition Hydrolyse
LSP17-1100 H Et quantitatif quantitatif
LSP17-1116 OMe Et 52% 63%
LSP17-1153 NEt, H 45% =

Schéma 125: Réaction de formation des analogues phényltriazol-coumarinyles.

Le rendement de la réaction de cycloaddition dépend surtout de la facilité avec laquelle le
dipolairophile arriverait a s’approcher suffisamment prés de l'azidocoumarine pour initier la
cycloaddition. Ainsi, moins la coumarine est encombrée meilleur est le rendement de la réaction. Ces
prédictions sont confirmées dans notre cas au regard de la comparaison des rendements des
composés LSP17-1-100 (quantitatif) et LSP17-1-153 (45%, d0 a l'encombrement stérique du

groupement diéthylamino).
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XIV.3. Cas particulier de la 7-hydroxy-(phényltriazol)-coumarine 213.

Ce ligand présente une analogie intéressante avec les colorants azoiques dérivé du Bleu
Trypan : les deux types de composés possédent un groupement hydroxyle en ortho d’une liaison -

N=N- . Cette similarité permettrait une bonne comparaison entre les deux types de ligands (Schéma

126 ci-dessous).

HO4S SO3H —
N
_N HoocmN\N
N
NH, ‘OH \© [oXNe) OH

212 213
Analogue derivé du Bleu Trypan 7-hydroxy-(4-phenyl-triazol)-coumarine

Schéma 126: Similarité entre le naphtyle-azo et la 7-hydroxycoumarine-triazole.

Lors de la synthése des synthons azido-coumariniques, nous n’avions pas obtenu la 6-azido-
7-hydroxycoumarine (cf. partie A de ce chapitre). Cependant nous avons obtenu I'azidocoumarine 83

qui permet la réaction de cycloaddition en présence de phénylacétylene et d’iodure de cuivre

(Schéma 127 ci-dessous).

@E (1.2 equiv.), —
N3 COOEt Cul (10 mol%), DMSO, £\ -N COOEt
BnO O (e} O

5% BnO O

Y

83 214

Pd/C (10 mol%),

H, (4 bars), =
DCM/ACOH, N. N COOE
25°C 16 h N m

> HO o o

215
Schéma 127: Formation de la 7-hydroxy-(phényltriazol)-coumarine.
Nous obtenons la formation du produit 214 avec un rendement faible (5%) d0 a
I’encombrement stérique du benzyle. Malheureusement, la déprotection du benzyle en présence du
Pd/C ne permet la formation du produit souhaité. Le composé 214 ne réagit pas dans ces conditions.

L'augmentation de la pression de dihydrogene conduit a des réactions secondaires sur la coumarine

(dégradation).
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Perspective pour la formation du produit

Dans les perspectives, la formation de I'analogue 215 pourrait se faire a partir de la
I'azidocoumarine 80 dont une stratégie de synthése a été présenté dans le Schéma 66. La formation

du noyau triazole se ferait toujours par cycloaddition 1,3-dipolaire (Schéma 128 ci-dessous).

1.
@—: (1.2 équiv.),
N3 COOEt  Cul (10 mol%), No N COOH
HO O 0O

© 2. NaOH (4 équiv.), HO

80 EtOH/H,0 (1:1), 215
reflux, 2 h

Schéma 128: Perspective pour la formation du composé 215.
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XV. Synthése des analogues phényl-coumarinyles

Pour I'obtention de ces analogues, la coumarine est directement liée au motif hydrophobe

aryle. Différentes méthodes de synthése restent possibles pour former ces analogues. Cependant,

seul le couplage de Suzuki-Miyaura a été réalisé. La réaction se fait en présence de Pd(PPh;), et de

Na,CO; (ou de CsF) dans un mélange THF/H,0, ou dans le DMF (Schéma 129 ci-dessous).

B(OH),

ImCOOH
.
R? (O e) @

Y

A R? 0o~ ~o
216 Conditions du couplage (i)

Méthode A Méthode B

R2=H, OMe R? = NEt,

Pd(PPh3), (20 mol%)  Pd(PPhj),Cl, (5 mol%)

Na,CO3 (5 équiv.), CsF (4 équiv.)

THF/H,0 (4:1), DMF, 60 °C, 16 h

reflux, 16 h
Composé R’ Rendement
LSP17-1160 H 76%
LSP17-1161 OMe 8%
LSP17-1129 NEt, 35%

Schéma 129: Synthése d’analogues phényl-coumarines.

La formation des composés LSP17-1160 et LSP17-1161 se fait dans le mélange THF/H,0O

(méthode A). Ces composés sont obtenus avec un rendement de 76% et 8%, respectivement. Le

rendement trés faible (8%) lors de la formation du composé LSP17-1160 provient des problemes de

solubilité rencontrés avec le synthon 7-méthoxy-6-iodocoumarine dans le solvant THF/H,0. Pour

limiter ces problémes, la synthése du composé LSP17-1129 a donc été réalisée dans le DMF

(méthode B). Nous obtenons la formation du produit avec un rendement faible (35%).
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XVI. Conclusion

Nous avons formés 23 composés coumarinyles repartis en 5 familles en fonction de la nature
du lien entre la coumarine et le motif aryle hydrophobe. On distingue 11 composés phényldiazényl-
coumarinyles (lien azo), 2 composés styryl-coumarinyles (lien alcéne), 4 composés phényléthynyl-
coumarinyles (lien alcyne), 3 composés phényltriazol-coumarinyles (lien triazole) et 3 composés
phényl-coumarinyles (liaison directe de la coumarine au motif aryle).

La synthese des composés diazényles (lien azo) se fait en 2 - 4 étapes avec des rendements
globaux faibles a bons (2 — 55%). Lors de ces syntheses, nous avons pu mettre en évidence |'existence
de deux formes tautomériques (formes azo et hydrazo). Contre toute attente, nous avons observé
gue les composés se présentent potentiellement sous la forme azo dans le DMSO. Ces résultats sont
différents des observations effectuées lors des études préliminaires sur les colorants azoiques
dérivés du Bleu Trypan, qui se présentent sous la forme hydrazo ***°.

La formation des composés styryl-coumarinyles a été effectuée par couplage palladocatalysé
de Suzuki-Miyaura. Ces composés sont obtenus avec des rendements faibles (10 - 35%). Ces types de
molécules semblent sensibles aux conditions basiques lorsque la coumarine est substituée par un
groupement 7-hydroxyle. De méme, les analogues phényl-coumarinyles («sans lien») sont formés
couplage de Suzuki-Miyaura. Les produits sont obtenus avec des rendements faibles a bons (8 —
80%).

Les composés éthynyl-coumarinyles sont formés par couplage palladocatalysé de
Sonogashira. Les molécules sont obtenues avec des rendements variables (30 - 80%), en fonction de
I'encombrement stérique du substituant présent sur le carbone 7 des synthons 6-iodo-
coumariniques utilisés lors du couplage.

Les composés triazol-coumarinyles sont obtenus par cycloaddition 1,3-dipolaire catalysée au
Cu(l). La formation des produits se fait avec des rendements modérés a bons (45 — 100%), en
fonction de I'encombrement stérique sur le carbone 7 des synthons 6-azido-coumariniques utilisés

lors de la réaction.
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B.Synthese des composés biphényl-coumarinyles

Les composés biphényl-coumarinyles représentent les analogues phényl-coumarinyles
augmentés d’'un noyau phényle supplémentaire. Le motif aryle hydrophobe de ces composés est
substitué par un groupement amino post-fonctionalisable qui améliore les propriétés de solubilité.
On distingue 4 familles de molécule, dont les structures sont présentées dans le Schéma 130 ci-

dessous.

Biphényl-vinyl-coumarinyles

N:N
\
N O O NN - COOH
R? 0~ o
Biphényl-éthynyl-coumarinyles Biphényl-triazol-coumarinyles

R? = H, OMe, OH, NEt,

Schéma 130: Structures des analogues biphényl-coumarinyles
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XVII. Syntheése des analogues biphényldiazényl-Coumarinyles

Nous avons envisagé deux voies de rétrosynthese pour la formation de ces composés. La
premiere concerne le couplage monoazoique sur un hydroxybenzaldéhyde substitué suivie de la
formation de la coumarine. Dans la seconde méthode, la synthése se fait par couplage

palladocatalysé de Suzuki-Miyaura a partir des composés phényldiazényl-coumarinyles (Schéma 131

ci-dessous).

o
+ comn Y
R? OH

R3

152 104
O -N COOH
N

Voie 1

)
N
py)
w
Oé /:i
(@)

N Br
217,R? = H,R?= H Yo \©\ Q%T
LSP9-4089, R? = H, R® = OMe NN N COCE Bso
+
R2 0o HoN

218 219

Schéma 131: Rétrosynthése d’analogues biphényldiazényl-coumarinyles.

La formation des composés 104 et 218 a été détaillé dans la partie A de ce chapitre.

Voie 1 : Couplage azoique sur un 2-hydroxybenzaldéhyde substitué

Nous avons formé le sel de diazonium du précurseur 104 en milieu acide en présence de
nitrite de sodium. Le couplage azoique sur le 2-hydroxybenzaldéhyde substitué se fait a pH basique
dans le solvant EtOH/H,0. La coumarine est formée dans les conditions classiques de condensation
de Knoevenagel (Schéma 132 ci-dessous)

1. NaNO, (1.2 équiv.),
HCI (18 équiv.),

=0
EtOH, 0 °C, 1 h N OH
CbzHN NH, - CszNN
R3

2.pH=8-9,0°C,2h

104 220: R=H, 85%
221: R® OMe , 70%

COOEt

malonate de diéthyle (1.2 équiv.), (0]
pipéridine (équiv.), EtOH, 6 h, 80 °C N 0
- e )
222

R3

Schéma 132: Formation de composés biphényldiazényl-coumarines.

156



Dans ces conditions, le couplage azoique se fait avec un bon rendement (70 - 90%).
Malheureusement, la condensation de Knoevenagel ne conduit pas a la formation du produit,
principalement a cause de la trés mauvaise solubilité des réactifs dans le solvant EtOH. Nous avons

donc opté pour la formation du produit a partir de la voie 2.

Voie 2 : Couplage de Suzuki-Miyaura sur les composé phényldiazényl-coumarinyles

Le couplage de Suzuki-Miyaura a été réalisé dans un mélange biphasique Toluéne/H,0 en
présence d’'un excés du précurseur diazényle 218, de |'ester borique en défaut, du bromure de
tétrabutylammonium (TBAB) comme agent de transfert de phase, du carbonate de potassium, et du

Pd(PPhs),. La saponification se fait en présence de KOH (Schéma 133 ci-dessous).

Pd(PPhs), (20 mol%), HoN
TBAB (10 mol%.), O
Br K,CO; (5 équiv.),
\@\ Toluéne/H,0 (2:1), O
Nf,NmCOOEt 80 °C, 36 h N N/,NmCOOEt
R2 o~ o fe R? 0”0
HZNOB\ (1 équiv.)
o)

(2.2 equiv.)
223:R2=H , 40%
218 224: R? = OMe , 63%

KOHaq (50 équiv.), O _N N COOH
Toluéne, 25 °C , 16 h N j@\/\/\[
R? (O e)

LSP9-4089 : RZ = OMe, 48%

217 : R? = H, dégradation sur
colonne de silice

Schéma 133: Formation des composés LSP9-4089 et 217.

Nous obtenons la formation des produits souhaités avec des rendements de 40% et 63%,
respectivement pour les composés 223 et 224. Le produit final LSP9-4-089 est obtenu avec un
rendement faible (48%). Le produit 217 se dégrade lors de la purification sur colonne

chromatographique.
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XVIIl. Synthése des analogues biphénylvinyl-coumarinyles

La formation des composés biphénylvinyl-coumarinyles se fait a partir du précurseur
biphénylvinyl-dioxaborolane 106 précédemment synthétisé et des synthons iodo-coumariniques 61.
La synthése se fait par couplage de Suzuki-Miyaura dans un mélange THF/H,0, en présence de [Pd"”]

et d’un exces de la base (Schéma 134 ci-dessous).

H,N

1. Pd(PPha), (20 mo%),
Nach3 (5 éqUiV.),

0 ' o COOR  THE/H,0 (2:1),
/B + 80°C, 16 h
OO R
106

Y

2.NaOH (4 équiv.),

EtOH, reflux, 2 h
61

Composés R R’ Couplage Saponification

LSP16-2072 Et H 13% Saponification in situ

LSP16-2085 Et OMe 69% Dégradation sur colonne de silice
LSP16-2043 H NEt, 22% -

Schéma 134: Il. Formation des analogues biphénylvinyl-coumarinyles.

Nous obtenons les produits avec des rendements faibles a bons (10 — 70%). Lors de la
formation du composé LSP16-2072, |la saponification de la coumarine a lieu in situ, due a I'excés de la
base Na,CO; (5 équivalents). Le composé LSP16-2085 est saponifié aprés le couplage de
palladocatalysé. Malheureusement, ce produit se dégrade lors de la purification sur colonne
chromatographique. Pour limiter les problemes de solubilité, la forme acide de la coumarine est
utilisée lors de la formation du composé LSP16-2043. Le produit déprotégé est donc directement

obtenu.

158



XIX. Syntheése d’analogues biphényléthynyl-coumarinyles

La formation des biphényléthynyl-coumarines se fait par couplage de Sonogashira. La
réaction a lieu dans le DMF a 25 °C, en présence du précurseur 4'-éthynyl-[1,1'-biphényl]-4-amine

105 et des synthons iodo-coumariniques 61 (Schéma 135 ci-dessous).

HoN

H2N O O = 1. Pd(PPh3),Cl, (5 mol%),
Cul (10 mol%),

Et3N (8 équiv.),
DMF, 25 °C, 16 h

I x~COOR 2. NaOH (4 équiv.),,
EtOH, reflux, 2 h
R? o~ 0o

Y

61
Composés R R® Couplage Saponification
LSP17-1125 H H 29% -
LSP17-1127 H OMe 61% =
LSP17-1126 Et OH 63% 74%
LSP17-1173 H NEt, 95% -

Schéma 135: Formation des biphényléthynyl-coumarinyles.

Les produits finaux sont obtenus avec des rendements modérés a bons (30 - 95%). Dans le
cas du composé LSP17-1126, le couplage se fait sur la forme ester éthylique de la coumarine. Le

produit final est obtenu aprés saponification avec un rendement de 74%.
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XX. Syntheése d’analogues biphényltriazol-coumarinyles:

La formation des biphényltriazol-coumarinyles se fait par cycloaddition 1,3 dipolaire en

présence d’iodure de cuivre. Dans le cas ou la forme ester de I'azidocoumarine est utilisée pour

effectuer la cycloaddition, la saponification en présence de NaOHaq permet de conduire a la

formation du produit final (Schéma 136 ci-dessous).

1. Cul (10 mol%),
DMSO, 25 °C, 16 h

105 COOH

+ 2. NaOH (4 équiv.),
Nsm EtOH, reflux, 16 h 0
R? 0~ o

73
Composés R R? Couplage Saponification
LSP17-1115 Et H 87% 95%
LSP17-1124 Et OMe 86% 29%
LSP17-1154 H NEt, 48% -

Schéma 136: Formation des composés biphényltriazol-coumarinyles.

Les produits sont obtenus avec des rendements satisfaisants. Les composés LSP17-1115 et

LSP17-1124 sont obtenus sous forme d’ester éthylique. La formation des produits finaux se fait par

saponification avec un rendement de 95% et 29%, respectivement pour les composés LSP17-1115 et

LSP17-1124. Le rendement faible de

la saponification du composé LSP17-1124 provient

vraisemblablement de sa purification délicate par trituration a chaud dans un mélange EtOH/H,0

(1:1).
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C.Synthese des analogues entiers

Notre objectif final est la formation des composés entiers. Nous distinguons deux types: les
analogues entiers symétriques et les analogues entiers dissymétriques. La différence entre les deux
composés réside dans le nombre de motif coumarinique présent dans la molécule. Dans les
analogues entiers symétriques les deux motifs naphtyles du Bleu Trypan sont remplacés par des
motifs coumariniques, tandis que les analogues dissymétriques posseédent un seul motif

coumarinique.

analogues symetriques 2 analogues dissymetriques R2 o X0

Schéma 137: Structure des analogues entiers.

Nous allons développer la synthése des composés entiers symétriques dans les paragraphes
ci-dessous. La formation des analogues entiers dissymétriques (un seul composé) sera présentée

dans les perspectives.
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XXI. Développement des analogues entiers symétriques

Comme indiqué dans les paragraphes précédents, nous distinguons différentes familles de
composés entiers en fonction de la nature de la liaison entre les motifs coumariniques et le motif
aryle hydrophobe. Nous avons tenté la formation de quatre types de composés, a savoir les

analogues avec le lien azo, alcéne, alcyne, et triazole.

XXI.1. Composés entiers diazényles

Nous avons envisagé deux voies de rétrosynthese pour la formation de ces composés. Dans
la premiére méthode, la formation du produit se fait par couplage bis-diazoique d’un bis-diazonium
sur un 2-hydroxybenzaldéhyde substitué, suivi de la formation de la coumarine par condensation de
Knoevenagel. La seconde méthode utilise les composés phényldiazényl-coumarinyles comme
précurseurs pour la formation d’ester boronique 228 suivie d’un couplage de Suzuki-Miyaura

(Schéma 138 ci-dessous).
R1
voie 1
L [ OY - O
}
R 2 OH
R3

N,/NmCOOR
R2 0~ ~o

2

226 227
225 7}4?
ie 2
voie o~ B

228

Schéma 138: Rétrosynthése des analogues entiers diazényles symétriques.
a. Voie 1: Synthése a partir d’une dianiline

Nous avons formé des sels de bis-diazonium a partir de la benzidine 108 et la 2-tolidine 229
dans les conditions classiques de diazotation, en présence de NaNO, en milieu acide. Deux
hydroxybenzaldéhydes substitués (57 et 155) ont ensuite été couplés sur ces sels de bis-diazonium

suivi de la formation des coumarines par condensation de Knoevenagel (Schéma 139 ci-dessous).
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1. NaNO, (2.4 équiv.),
HCI (18 équiv.),
EtOH/H,0 (1:1),0-5°C,1h

2. pH = 8 - 9, EtOH/H,0 (1:1)
0-5°C,2h

R']
~o
H2N +
OH
2 L
108:R1=H 57:R®=H
229: R1 = Me 231: R3 = OMe

malonate de diéthyle (2 équiv.),
pipéridine (40 mol%), EtOH, _N

232:R'=H, R®=H, 19%
233: R' = Me, R® = OMe, 5%

reflux, 16 h N~ X COOH
O O

Schéma 139: Formation de composés entiers diazényles a partir d'une dianiline et un

hydroxybenzaldéhyde substitué.

Les produits de la réaction sont purifiés par trituration dans I’éthanol a chaud, suivie d’une

précipitation a froid dans un mélange EtOH/H,0 (1:1) a pH 4 - 5 et a 4 °C durant 16 h. Dans ces

conditions, les composés (232 et 233) purs sont obtenus avec des rendements faibles (19% et 5%).

Malheureusement, la condensation Knoevenagel en présence d’EtOH ne conduit pas a la formation

des produits souhaités. Nous constatons un probléme majeur de solubilité des composés 232 et 233.

Nous avons donc varié la nature du solvant (Tableau 8 ci-dessous).

Entrée | Solvant conditions Solubilité/Observation
1 EtOH
» Le réactif (232, ou 233) est non soluble. On
Malonate de diéthyle (2 , . .
.. B n’observe pas la formation du produit 225.
2 MeOH équiv.), pipéridine (0.8
3quiv.), reflux, 16h
3 Tolugne/THF équiv.), reflux, Le réactif (232, ou 233) est un peu soluble. On
n’observe pas la formation du produit 225.
4 DMSO IYIaI.onate deodlethyle (2 o
équiv.), 100 °C, 16h Le réactif (232, ou 233) est soluble. On
5 Pyridine MaIF)nate doe diéthyle (2 n’observe pas la formation du produit 225.
équiv.), 80 °C, 16h

Tableau 8: Variation de la nature du solvant dans la condensation de Knoevenagel.

La solubilité des réactifs 232 et 233 est similaire dans I'éthanol et le méthanol. Elle est

nettement améliorée dans le mélange toluene/THF. Elle est quasi-totale dans la pyridine et le DMSO

a chaud. Lorsque la pyridine est employée comme solvant de la réaction, aucune autre base n’est

ajoutée dans le milieu. Les produits obtenus dans ces différentes conditions et notamment dans le

mélange toluéne/THF, la pyridine et le DMSO sont difficilement caractérisables par RMN. L’analyse




par spectroscopie de masse ne montre pas la présence d’ions moléculaires correspondants aux
produits souhaités. Nous avons donc effectué la formation des composés diazényles entiers par

couplage de Suzuki-Miyaura.

b. Voie 2 : Formation des composés diazényles entiers par couplage de Suzuki-Miyaura

La borylation des composés phényldiazényl-coumarinyles se fait en présence de bis-
pinacolato-dioxaborolane et de palladium Pd(Ph;),. La formation des composés entiers se fait ensuite

par couplage de Suzuki-Miyaura dans le mélange Toluéne/H,O en présence du méme catalyseur

Pd(Ph;), (Schéma 140 ci-dessous).
i jg 1.2 équiv. 7}40
o)

Br\©\ Pd(pphs)s (3 mol%), -B
KOACc (3 équiv.), \©\
NN mooo'ﬂ THF, reflux, 30 h NN mcooa
MeO (o e) quantitatif MeO [OXN 0]

168 235
Pd(pph3)4 (20 mol%),
TBAB (0.1 équiv.),
K,COj3 (5 équiv.),
Toluéne/H,0 (2:1),
80 °C, 36 h

N - COOE!

Br.

\©\ MeO o o
NcNmCOOEt

MeO o Yo 234

1.2 équiv.

Y

168
Schéma 140: Formation de composés 234 par le couplage de Suzuki-Miyaura

La borylation conduit a la formation du composé 235 avec un rendement quantitatif. De
méme le couplage de Suzuki-Miyaura se fait de fagon quantitative (conversion). Le produit obtenu a
la fin de la réaction n’est pas caractérisable par RMN (pics larges). Néanmoins, I'analyse par
spectroscopie de masse indique la présence du produit souhaité 234. La purification du composé
pourrait se faire par CLHP. Cependant, nous n’avons pas eu le temps de développer une

méthodologie adaptée liée aux problémes de solubilité du composé.

164



XXI.2. Synthése composé entiers vinyl-, éthynyl- et triazol-coumarinyles

Les composés vinyl-, éthynyl et triazol-coumarinyles sont formés a partir des précurseurs
biphényl-diéthyne 114 et biphényl-di-boronique ester 120, et des synthons iodo-coumariniques et
azido-coumariniques. La synthese des vinyl-coumarinyles entiers se fait dans les conditions classiques
de couplage de Suzuki-Miyaura, a partir des synthons iodo-coumariniques, en présence du
précurseur biphénylvinyl-di-boronique ester 120 et du Pd(Phs), en milieu basique. Les composés
entiers éthynyl-coumarinyles sont formés a partir du précurseur biphényl-diéthyne 114 et des
synthons iodo-coumariniques par couplage palladocatalysé de Sonogashira. Les composés entiers
triazol-coumarinyles sont aussi formés a partir du précurseur biphényl-diéthyne 114 mais, par

cycloaddition 1,3-dipolaire avec les synthons azido-coumariniques.

Synthon coumarinique Pécurseur biphénilique Conditions Composé formé

Pd(PPh3), (20 mol%)
Na,COg3 (5 équiv.),

| - COOH B/O THF/H,0 (2:1),
N
0 Yo
2

2.2 équiv. 1 équiv.

Y

1. Pd(PPhs),Cl, (5 mol%),

Cul (10 mol%),
| COOEt EtzN (8 equiv.) O
N — DMF, 25 °C, 16 h S
* - A COOH
0”0 2 A
2. NaOH (4 équiv.), O
oo

EtOH/H,0 (1:1)
1 équiv. 100 °C, 2 h

2.2 équiv. 2

1. Cul (10 mol%),
DMSO, 25°C, 16 h,

N
\
N3\<I\/\[000Et > 36% N\ _N N COOH
. —
o "0 E : 2 2. NaOH (4 équiv.), o” O

Y

EtOH/H,0 (1:1) )
2.2 équiv. 1 équiv. 100 °C, 2 h,
60%
& 114 LSP17-1101

Schéma 141: Formation des composés entiers vinyl-, éthynyl- et triazol-coumarinyles.

Nous obtenons des solides a la fin de la réaction qui, apres trituration dans I’éthanol a chaud,
suggerent 30 - 90% de conversion. Ces solides ne sont pas caractérisables par RMN. Seule la
spectroscopie de masse permet de confirmer la présence des produits. D’autres méthodes d’analyse
doivent étre utilisées pour attester la pureté des produits et confirmer leurs structures. Nous avons

effectué l'analyse élémentaire par combustion complete des composés. Elle nous permet de
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confirmer la présence du composé LSP17-1101 avec une pureté de 90 - 95%. Elle ne nous permet pas
ce pendant, la caractérisation des composés 236 et 237 qui semblent contenir beaucoup

d’impuretés.

XXIl. Synthése composés entiers dissymétriques

Une méthode de purification des composés entiers symétriques doit étre mise en place
notamment par CLHP. Cela permettra I'obtention d’une nouvelle série de ligands entiers des VGLUTSs.
Une alternative importante pour 'obtention d’analogues entiers est la formation de composés
dissymétriques. Ces composés contiennent un motif naphtyle polaire qui améliore considérablement
la solubilité des ligands entiers. Nous avons pu comparer la solubilit¢ des composés entiers
symétriques, dissymétriques et les colorants azoiques dérivés du BT, en synthétisant I'analogue 238
dont la formation se fait par diazotation, suivie du couplage azoique sur le naphtyle (Schéma 142 ci-

dessous).

HO5S

HaN HO3S

1. NaNO, (1.2 equiv.),
HCI (18 equiv.),

N EtOH,0-5°C, 1h
NN Ny COoH s N COOH
:@\/I 2. pH = 8- 9, EtOH/H,0 (1:1) N~ N
MeO (0) (0] 0-5°C,2h
MeO 0”0
LSP17-1-124 NH, OH 238

1 equiv.
HO,S SOzH

Schéma 142: Formation du composé entier dissymétrique 238.

La structure de ce composé est analysable par RMN, et nous observons la formation du
produit 238 avec un taux de conversion de 70%. Le produit secondaire semble provenir de la
dégradation du diazonium. Comme prévu, nous remarquons la relative bonne solubilité du composé
et notamment dans le tampon acétate d’ammonium (0.05 M)/acétonitrile (1:1) utilisé comme
solvant d’élution des colorants azoiques dérivés du BT. Ces observations nous montrent que nous
pourrons optimiser les conditions de purification des colorants azoiques en les adaptant aux

composés dissymétriques coumarinyles.
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XXIIl. Conclusion

Durant ce projet de doctorat, nous avons développé des analogues structuraux du Bleu
Trypan. Ces composés sont obtenus en effectuant trois pharmacomodulations majeures. La premier
pharmacomodulation a concerné le remplacement du naphtyle par un fluorophore coumarine ; La
seconde modification a porté sur la variation du lien entre le motif coumarinique et le motif aryle ;
tandis que la troisieme modification majeure a porté sur la variation de la nature du lien (suppression
du lien azo, ou son remplacement par une liaison alcéne alcyne, triazole). Ces différentes
pharmacomodulations nous ont permis d’obtenir 34 composés finaux repartis en cing familles,
suivant la nature du lien.

La formation du composé avec le lien azo se fait en 2 - 4 étapes, dont les principales sont le
couplage azoique, suivi de la formation de la coumarine puis la saponification. Durant les syntheses,
nous avons pu particulierement constater certains problémes de purification et/ou de dégradation
de ces composés. Nous avons également constaté que la régiosélectivité du couplage azoique peut
étre différente en fonction du pH de la réaction (pH = 1 ou pH = 8 - 9). Nous avons pu notamment
montrer que I'attraction électrostatique entre les charges négatives du nucléophile (hydroxylate) et
le cation diazonium influent beaucoup sur l'orientation du couplage. L'effet de cette orientation
semble considérable lorsque le nucléophile porte deux charges négatives situées en position méta.
Nous avons également constaté que les composés diazényles peuvent exister sous deux formes
tautomériques (forme azo et hydrazo). Dans les solvants comme le d6-DMSO ou le CDCl;, la forme
azo semble majoritaire. En revanche, en milieu acide, sur une colonne chromatographique ou sur
une plaque de silice, les deux tautomeres sont souvent séparables.

Les composés «sans lien», et ceux avec le lien alcene sont formés par couplage
palladocatalysé de Suzuki-Miyaura. Nous avons pu notamment constater des problemes de
solubilités lors de la formation de certains de ces analogues, et notamment lors de I'utilisation du
synthon 7-(diéthylamino)-6-iodocoumarine. Ainsi lors de I'utilisation de ce synthon, nous faisons la
réaction a partir forme acide de la coumarine et/ou dans le solvant DMF qui permet une meilleure
solubilisation des réactifs.

Les composés avec le lien triazole sont obtenus par cycloaddition 1,3-dipolaire. Nous avons
utilisé la méthode de Sharpless par catalyse au Cu(l) qui permet la formation régiospécifique du 1,4-
di-substitué dans des conditions douces (25°C) avec des rendements satisfaisants.

Lors de la formation des composés entiers symétriques, nous avons rencontré des problemes
considérables de purification et de caractérisation. Nous avons notamment remarqué que ces
composés ne sont que trés peu solubles dans les solvants organiques classique. lls n’ont pas pu étre

purifiés par les techniques usuelles incluant la CLHP. Pour cette raison ces composés n’ont pas pu
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étre obtenus. Nous avons estimé qu’une alternative intéressante pour I'obtention composés entiers
serait la formation de ligands dissymétriques. Ces ligands contiennent un motif coumarinique et un
motif naphtyle. Le motif naphtyle améliore considérablement la solubilité. Nous avons notamment
remarqué que ces composés sont solubles dans un tampon acétate d’ammonium (0.05
M)/acétonitrile (1:1) déja utilisé comme solvant de purification des colorants azoiques. Ces
observations nous montrent que nous pourront optimiser les conditions pour la purification des

composés dissymétriques coumarinyles par CLHP.
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Chapitre IV

Evaluation des activités
biologiques
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A.Introduction

Les transporteurs vésiculaires du glutamate représentent les meilleurs biomarqueurs
spécifiques des neurones glutamatergiques. Le développement d’outils pharmacologiques ciblant
ces transporteurs devrait permettre de faire des études physiopathologiques des maladies
neurodégénératives qui impliquent la neurotransmission glutamatergique.

Les transporteurs vésiculaires sont des protéines transmembranaires trés difficilement
purifiables situées sur des vésicules présynaptiques. Les vésicules présentent une distribution de
taille homogéne (40 nm) et peuvent par conséquent étre enrichies par des techniques de purification
comme la centrifugation (différentielle, et & I’équilibre) suivie de la chromatographie d’exclusion **.
Takamori et coll. ont quantifié la composition moyenne en protéines de la membrane d’une vésicule
présynaptique par spectroscopie de masse. lls ont montré que ces vésicules sont dotées de protéines
de transport sophistiquées comme les transporteurs vésiculaires du glutamate (VGLUTs), les
transporteurs vésiculaires de monoamines (VMATs), les ATPases vacuolaires (V-ATPases)
responsables de I'établissement du gradient électrochimique de proton, ou de protéines d’adhésion
(synaptobrevine, synaptogamine, syntaxine, SNAP25) nécessaires a la fusion de la vésicule avec la
membrane du neurone présynaptique permettant la libération du neurotransmetteur. On compte
en moyenne 1 a 2 copies de V-ATPase par vésicules assurant I'acidification du lumen (pH 5.5), et
environ 9 et 14 copies respectivement de VGLUT1 et VGLUT2 *. On estime cependant qu’un seul

194

transporteur est responsable de I'accumulation des 1790 molécules de glutamate incorporées

dans la vésicule (150 mM) *%.

Synaptobrevin
Viita diss w Synaptotagmin

V-ATPase

CIC3

Synaptophysin

VAMPA

Synapsin

Figure 30: Représentation d’une vésicule présynaptique. *.

Apres avoir détaillé la synthése des inhibiteurs, nous avons étudié leurs affinités sur les
VGLUTs. L'absence de test de liaison nous a conduits a mesurer les évaluations biologiques sur des

vésicules entieres fonctionnelles. Le fonctionnement des VGLUTSs se fait en synergie avec d’autres
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protéines présentes sur la membrane de la vésicule comme les V-ATPases responsables de la force

motrice nécessaire au transport. La purification des vésicules se fait a partir du cortex, du tronc

cérébral, de I'hippocampe et du striatum, de cerveau de rats Sprague-Dawley. Les mesures sont

effectuées sur des cocottes de 12 puits. L'affinité du ligand est déterminée par comptage de la

radioactivité du glutamate radiomarqué ([*H]-Glu) incorporé a I'intérieur des vésicules entiéres

fonctionnelles en présence de 'inhibiteur (Schéma 143).

A. Préparation des vésicules synaptiques

ire dycortex smatosersoie corvespondont

cire somatosensorielle du cortex

B. Mesure de I’affinité des nouveaux ligands

'\ 4
° O\‘
e

v Inhibiteur

® i Glutamate

O Vésicule

2H*

ADP +Pi
& !

ATP 'H+
G|U' Ay
cl Glutamate*
o o °
.
oy ® : ® .
e® ° o

Inhibition Pas d’inhibition
1 2 3 4

Controle positif Contrdle négatif ~ Référence Test

[PH]-Glu + H]-Glu + H]-Glu + [PH]-Glu +
Conditions )

Tampon CCcpP BT (100 nM) Nouveau ligand
Radioactivité (cpm) | 2500 500 1500 ??
Inhibition (%) 0% 100% 50% X%

Schéma 143: Test de compétition : détermination de I'affinité de I'inhibiteur par
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Lors des évaluations biologiques le CCCP (inhibiteur de la V-ATPase) est utilisé comme
contrble négatif. Il dissipe le gradient électrochimique de proton nécessaire a la translocation du
glutamate a l'intérieur de la vésicule (100% d‘inhibition). Le controle positif se fait en absence de
tous modulateurs et conduit a 0% d’inhibition. Tous les points de mesures sont faits au moins en
triplicat (sur trois expériences indépendantes). Les inconvénients majeurs de la méthode restent de
rélargage du glutamate ainsi que la sensibilité du test aux différentes conditions expérimentales
(température, pH, concentrations ioniques et plus particulierement celle en ions sodiums et le
chlorures). En effet, comme expliqué dans le chapitre |, des études bioénergétiques ont montré qu’a
certaines concentrations les ions chlorures modifient énormément la recapture du glutamate par les
VGLUTs ' 1% 1% yne activité maximale du transporteur est observée pour des concentrations en

103, 195b

ion chlorure comprises entre 4 — 6 mM . Dans le cas contraire, il inhibe la capture du

glutamate (Figure 31 ci-dessous).

ADP + P, sznaétic vesicle |
—

4 mM < [Cl-] £ 6 mM : effet positif
[Cl-] < 4 mM et [Cl-] > 6 mM: effet négatif

Figure 31: Effet des ions chlorures sur la recapture du glutamate dans la vésicule
présynaptique [6-9].

Notre objectif a été le développement d’inhibiteurs fluorescents des VGLUTSs. Sur la base des
données présentes dans la littérature et notamment les travaux préliminaires effectués dans I'équipe
1232 ot par Carrigan et coll. **?, nous avons développé des analogues structuraux du Bleu de Trypan en
remplagant la téte polaire naphtyl-disulfonique, par un isostere, le motif 3-carboxy-coumarinique.

1252 sur les colorants

Les études de relations structure-activité réalisées dans I'équipe
azoiques dérivés du Bleu Trypan ont permis de montrer l'importance de certaines
pharmacomodulations telles que la taille et la présence d’halogene sur le motif aryle hydrophobe.
Carrigan et coll. ont travaillé sur les analogues structuraux du Bleu Trypan en modifiant la nature du
lien entre le motif polaire naphtyl-disulfonique et le corps hydrophobe par une liaison alcéne, ainsi

122 . . , .
. lls ont ainsi montré I'importance de la

qgue le motif polaire par la 2,4-dicarboxy-quinoléine
présence des charges négatives sur le motif polaire quinoléine ainsi que I'importance de la taille du
motif aryle hydrophobe. Les pharmacomodulations que nous avons envisagées se sont inscrites dans
la méme logique en remplacant le motif naphtyle par un autre motif polaire ayant des propriétés
intéressantes, en modifiant la nature des substituants sur ce motif, puis en variant la taille et les

substituants du motif I’aryle hydrophobe.
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Charges Charges Charge

© o X R’ © X R! l
ey W | ;
-N B
g e
R N COO 2
N Rt O NH, 1 S RN 0 o\
R Accepteur

Fabre-Besse et coll., 2014 Carrigan et coll., 2002 Notre projet de liaison H
Colorants azoiques Anologues structuraux Analogues structuraux
dérivés du Bleu Trypan 2,4-dicarboxy-quinoléines 3-carboxy-coumarinyles

Schéma 144: Pharmacomodulation du motif polaire naphtyle.

Notre objectif est I'obtention d’inhibiteurs compétitifs fluorescents, affins, sélectifs, et post-
fonctionalisables des VGLUTs. Les synthéses réalisées nous ont permis d’obtenir et d’évaluer les
activités biologiques d’une trentaine de molécules reparties sur quatre familles structurales suivant

la nature du lien entre le motif coumarinique polaire et le motif aryle hydrophobe (Schéma 145 ci-

dessous):
Familles des Phényl-coumarinyles Biphényl-coumarinyles
composés

| . R ' R=H,Br |

| Azo I N"N . COOH ' R'=H, OMe ;

: : ' R2= ' —

: : R? 0" o ; R3=H, OMe ! R?=0OMe

: : R O . ‘

. Alcene | Z O D L | R=PhNH,

: : ' R2 = : R2 = H, NEt

: : R? o o } R7=H,OMe : 2

s R | 5

Alcyne O

| | X W COOH i |

| | O {R= | R=PhNH,

: : R? o Yo (R7=H,OMe, OH.NEt; | rz_H OMe, OH, NEL,

5 e N=y | =

: : %N COOH | :

! Triazole R m | R=H ' R=PhNH,

; : ' R2=H, OMe, NEt : =

| | R2 o N0 : OMe, NEt, | RP=H,OMe, NEt,

Schéma 145: Liste des analogues structuraux coumarinyles évalués.

Nous avons évalué quatre grandes familles de molécules a savoir les analogues aryl-diazényl-
coumarinyles (lien azo), aryl-vinyl-coumarinyles (lien alcéne), aryl-éthynyl-coumarinyles (lien alcyne)
et aryl-triazol-coumarinyles (lien triazole). Chaque famille de molécules se répartit en deux
groupes en fonction de la taille du motif aryle hydrophobe. On distingue les analogues phényliques

(motif aryle = phényle) et biphényliques (motif aryle = biphényle) (Schéma 145). La famille des
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analogues aryl-diazényl-coumarinyles (lien azo) se compose de 13 molécules parmi lesquelles on
distingue 12 composés phényl-diazényl-coumarinyles et un composé biphényl-diazényl-
coumarinyles. La comparaison I'activité de ces analogues avec les colorants azoiques dérivés du Bleu
Trypan nous permettra d’évaluer I'importance et la potentialité de la pharmacomodulation du
naphtyle par le motif coumarinique. Dans les autres familles, suivant la nature des substituants sur la
coumarine, nous avons évalué l'activité de 4 analogues aryl-vinyl-coumarinyles (lien alcéne), 8
analogues aryl-éthynyl-coumarinyles (lien alcyne) et 6 analogues aryl-triazol-coumarinyles (lien
triazole).

Lors des tests biologiques, nous évaluons d’abord les pourcentages d’inhibition des
molécules a 20 uM (seuil). Sauf cas particulier, les Clso sont déterminées uniquement pour les ligands

présentant un pourcentage d’inhibition supérieur a 50% a 20 uM.
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B.Analyse des résultats

Nous avons donc développé des analogues structuraux du Bleu Trypan (BT) dans I'objectif
d’obtenir des inhibiteurs affins des VGLUTs. Afin de montrer I'importance des pharmacomodulations,
nous nous appuierons régulierement sur la comparaison des activités biologiques des composés
coumarinyles avec les colorants azoiques dérivés du BT. Nous avons effectué trois modifications
majeures a partir des colorants azoiques dérivés du BT dans la conception de nouveaux modulateurs

des VGLUTs :

o Pharmacomodulation de la téte polaire naphtyle des colorants azoigues

Nous avons remplacé le motif naphtyle des colorants azoiques par un bioisostére fluorescent.
En effet, les modulateurs contenant le motif naphtyle donnent de bonnes activités (Clso du meilleur
analogue = 1.6 pM) >, mais présentent I'inconvénient d’étre trés difficilement pharmacomodulable
au niveau du naphtyle limitant ainsi les possibilités dans la conception de meilleurs ligands. Nous
avons remplacé le naphtyle par un motif polaire, la 3-carboxy-coumarine. Cette modification nous a
permis d’obtenir des analogues fonctionalisables que nous avons optimisés pour la conception de
nouveaux modulateurs. De plus, la coumarine est un fluorophore utilisable dans les tests de liaison si
I'affinité le permet (Clso < 50 nM). Les ligands pourront étre utilisés comme outils pharmacologiques

pour le suivi de pathologies impliquant le systéme glutamatergique.

o Pharmacomodulation du lien

La modification du lien azo représente le second volet des changements effectués. Nous
avons évalué l'importance de la présence du lien azo entre la coumarine et le motif aryle
hydrophobe. Pour se faire, il a été remplacé par un lien alcene (méme géométrie), alcyne
(orientation différente du motif hydrophobe), ou 1H-1,2,3-triazole (liaison H, orientation quasi-plane
du motif aryle). Ces transformations influent également sur les propriétés de fluorescence des

molécules finales.

o Optimisation du motif aryle hydrophobe

Dans la derniére partie nous avons envisagé la pharmacomodulation du motif aryle
hydrophobe. Les résultats préliminaires avaient en effet montré [I'importance des
modifications effectuées sur ce motif. On remarque I'amélioration de I'affinité lorsqu’on
remplace CH; par CF; (substituant R1) ou lorsqu’on remplace I'iode par le groument phényl-

amino (substituant R1, Tableau 9 ci-dessous).
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9 g

So;
1

O NH,
X R1 % d’inhibition 320 uM  CI50 (uM)
COOH CH;, 15 -
COOH CF, 76 6.8
| cl 45 -
PhNH, Cl 88 1.6

Tableau 9: Pharmacomodulation du motif aryle hydrophobe dans les colorants azoiques

dérivés du BT >,

Le Schéma 146 ci-dessous regroupe les différentes pharmacomodulations majeures
effectuées a partir des colorants azoiques dérivés du BT dans la conception de nouveaux ligands

affins fluorescents des VGLUTSs.

Pharmacomodulation du naphtyle par la
coumarine et optimisation des substituants

Coumarine = bon
bioisostére ?

3

Optimisation

Pharmacodulation du motif aryle

du lien azo

Le lien azo est-t-il
necessaire ?

Substituants:

Lien:
Noy 2 / /4<1
S X Z4 .
N N %N‘N R' = H, OMe ; R? = H, OMe, OH, NEt, ; R® = H, OMe
azo alcéne alcyne triazole X=H, Br, PNH,

Schéma 146: Pharmacomodulations des colorants azoiques dérivés du BT pour la

conception de nouveaux ligands affins fluorescents des VGLUTSs.

Nous allons respectivement détailler 'importance de ces transformations majeures dans les
paragraphes ci-dessous. Les tests de compétition ont été faits pour 27 composés. L’analyse des
résultats nous permet de mieux comprendre les interactions des ligands avec le transporteur et d’en
déduire les pharmacomodulations importantes pour I'obtention d’inhibiteurs affins. Le Tableau 10 ci-

dessous regroupe I'ensemble des activités biologiques des ligands :
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% d’inhibition  CI50 Score

Référence X R! R® R®
320 uM (uM)  PLP2
LSP9-4126 H 5 - 55.18
LSP9-4153 H H OH H 12 - 67.68
LSP9-4108 OMe 30 50 71.43
LSP9-3160 H H 14 - 69.52
X LSP9-5096 OH H 10 - 78.09
©\ =N COOH Br H
ron m LSP9-3164 OMe H 40 30 77.21
R? 0" o
G LSP9-3162 H OMe 42 - 78.04
LSP9-3161 H H 1 - 75.5
LSP9-4150 Br OMe OMe H 15 - 82.5
LSP9-3163 H OMe 9 - 82.3
LSP9-4089 PhNH, H OMe H 35 - -
. LSP16-2074 H 30 - -
COOH H H H
S LSP16-2077 OMe 30 - -
LSP17-1044 H 30 - 63.51
LSP17-1177 OH 20 267  68.44
H H H
LSP17-1046 OMe 48 21 73.01
X
® LSP17-1042° NEt, 12 - 72.67
X - COOH
b g LSP17-1125 H 100 5 80.81
R O o
LSP17-1127° OMe 40 - -
PhNH, H H
LSP17-1173 OH 100 0.5 87.72
LSP17-1126 NEt, 100 5 81.44
LSP17-1100 H 48 23 -
LSP17-1116  H H OMe H 45 25 78.17
N=
1AL )N ~_coon LSP17-1153 NEt, 62 15 72.63
Rzmo
LSP17-1115 H 6 81.59
LSP17-1124  PhNH, H OMe H 100 0.4 85.69
LSP17-1154° NEt, 50 20 88.52

*: probléme de solubilité lors des évaluations biologiques

Tableau 10: Activités biologiques des ligands.

178



XXIV. Pharmacomodulation du motif polaire naphtyle :

1. Présentation du contexte

Nous avons logiguement commencé les analyses par les analogues aryl-diazényl-
coumarinyles qui correspondent aux colorants azoiques dérivés du BT par remplacement strict du
naphtyle avec comme objectif de répondre a cette question : la coumarine est-t-elle un bioisostere

du naphtyle ?

©
Pharmacomodulation du naphtyle par la ©\N”N R Coo
coumarine et optimisation des substituants

R? 0”0

Coumarine = bon
bioisostére ?

Substituants:

R? = H, OMe, OH, NEt, ; R® = H, OMe

Schéma 147 : Pharmacomodulation du motif naphtyle.

Lors des études préliminaires des colorants phényl-monoazoiques et biphényl-monoazoiques
avaient été évalués . La relative faible inhibition de la majeure partie de ces analogues nous avait
conduits a envisager une fixation partielle de ces analogues dans les poches de liaison des

transporteurs VGLUTSs.

H
Me H
cl Me
Br F
| CF, R’ o
CO,H OMe HoN CF;
R! O R!
OH  NHg" OH NHz*

X

A 9@

nee T
0,8 SOy ‘0,8 SOy

Colorants phényl-monoazoique Colorants biphényl-monoazoique

Schéma 148: Structures des colorant phényl-monoazoique et biphényl-monoazoiques
dérivés du BT.

Les transporteurs VGLUTSs sont constitués de 560 a 582 acides aminés organisés en 12 hélices
a insérées dans la membrane de la vésicule présynaptique. Le profil d’hydrophobicité estimé par
modélisation moléculaire montre des couches hydrophiles de faibles affinités situées du coté
cytosolique, des couches hydrophobes au niveau des domaines transmembranaires ainsi que des
poches hydrophile de trés hautes affinités situées en profondeur dans la protéine (Figure 32). Le
docking a mis en évidence la fixation des colorants azoiques dérivés du BT via une orientation qui

suggere les liaisons électrostatiques (liaisons H, et ioniques) du naphtyle avec les poches hydrophiles
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de faibles affinités a la surface de la protéine (a I'interface avec le tampon), coté cytosolique (Figure

32 ci-dessous).

Biphényl-monoazoique

Poche hydrophile de
faible affinité : Liaisons H

et ioniques faibles

Poche hydrophile de
haute affinité : Liaisons H

et ioniques fortes

Sens de pénétration
dans la protéine

Figure 32: Exemple de la fixation d’un colorant azoique biphénylique dérivé du BT dans
les VGLUTSs.

Nous expliquons ce mécanisme de fixation des colorants azoiques par la tres grande
hydrophilie du motif naphtyle. La liaison se fait par pénétration du motif aryle hydrophobe en amont
dans couches lipophiles du transporteur. Il établit des interactions hydrophobes tandis que le motif
naphtyle se lie par des liaisons électrostatiques avec les couches de faibles affinités (liaisons H et
ioniques) du coté cytosolique. Dans ce cas, les liaisons électrostatiques fortes au niveau des couches
de hautes affinités en profondeur dans la protéine se limitent aux liaisons hydrogenes réalisées par le
groupement amino du motif aryle hydrophobe. Le mode de liaison des modulateurs dans lequel le
motif aryle hydrophobe pénétre en premier dans le transporteur est appelé fixation dans le sens
direct. Nous avons remplacé le naphtyle par un motif moins polaire pouvant pénétrer en profondeur
dans la protéine pour atteindre les poches hydrophiles de hautes affinités et établir des liaisons
électrostatiques fortes. Ce mode de fixation du ligand dans lequel le motif polaire pénéetre en

premier dans le transporteur est appelé fixation dans le sens indirect (Figure 31 ci-dessous).
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Sens direct R Sens indirect

Inversion de I'orientation
| Téte polaire
moins hydrophile
que le naphtyle

Poches hydrophiles de . .
faibles affinités : Liaisons H e
et ioniques faibles, fixation

dans le sens direct

Poches hydrophiles de
hautes affinités : Liaisons H
et ioniques fortes, fixation
dans le sens indirect

Figure 33: Pharmacomodulation du naphtyle par un motif moins polaire.

Ainsi nous avons commencé les investigations par le choix d’un motif mieux adapté ayant un
bon compromis hydrophilie/hydrophobie/solubilité. Nous avons choisi de remplacer la téte polaire
naphtyle par des motifs 3-carboxy-coumariniques substitués (en position 7 ou 8) qui possedent des

propriétés physicochimiques intéressantes (Tableau 11 ci-dessous).

e e logP Fraction polaire  Indice de pKa Masse
surfacique solubilité (prédiction) molaire
-SO3H : 1.72
S - SO3H : 2.69
OO -4.075 0.648 -1.822 -NH,: 2.9 317.30
"03S SO3 -OH:9.24

mwo’ -COOH :2.52
o oo -0.93 0.459 -1.936 -OH:5.49 204.14

N COO”
o "0 -0.001 0.352 -2.401 -COOH : 2.52 219.17

MeO oo 0001 0352 -2.437 -COOH:2.52  219.17
X COOr
m 0.875 0.252 -2.921 -COOH:2.52  260.27
Et,N o Yo

Tableau 11: Comparaison des propriétés physicochimiques du naphtyle avec des 3-
carboxy-coumarines substituées en position 7 ou 8. Les valeurs indiquées correspondent
a des estimations théoriques.
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Nous remarquons la trés grande polarité du motif naphtyle avec un logP trés bas (- 4.075). La
fraction polaire surfacique traduit cette hydrophilie en montrant que 65% du volume moléculaire du
naphtyle est en contact direct avec I'eau. Les groupements OH (pKa = 9.2) et NH, (pKa = 2.9) sont
neutre a pH physiologique contrairement aux groupements sulfonates (pKal = 1.72, pKa2 = 2.69) qui
attribuent une charge négative a la molécule.

De tous les motifs 3-carboxy-coumariniques sélectionnés, la 7-hydroxy-3-carboxy-coumarine
est celle qui présente des propriétés physicochimiques plus proches du motif naphtyle. Cette
coumarine est soluble dans I'eau (indice de solubilité = -1.936) et présence une fraction polaire
surfacique de 46%. Les groupements carboxyle et hydroxyle présentant respectivement des pKa de
2.52 et 5.49 et sont déprotonés a pH 7. Les 7-méthoxy- et 8-méthoxy-3-carboxy-coumarines sont
assez apolaires mais la déprotonation sous forme de carboxylate ne permet cependant d’améliorer
gue peu leur solubilité. La 7-diéthylamino-3-carboxy-coumarine est trés apolaire mais devrait avoir
des propriétés physicochimiques intéressantes. Ces motifs coumariniques nous ont permis d’obtenir
une série de ligand avec des propriétés physicochimiques différentes en fonction de la coumarine
utilisée. Le remplacement du naphtyle par les motifs coumariniques nous permet d’évaluer
I'importance du naphtyle dans I'affinité des modulateurs mais de connaitre également l'influence de
la polarité du motif coumarinique sur le mode de fixation du ligand dans le transporteur (Figure 33).

Le point fort du motif polaire 3-carboxy-coumarine est la facilité d’exploration d’éventuelles
pharmacomodulations possibles et importantes pour la compréhension des relations structure-

activités permettant I'obtention de ligands affins et également fluorescents.

2. Analyse des activités biologiques des ligands

L'affinité du composé dépend de la nature des substituants sur le motif coumarinique. Nous
avons étudié l'influence des substituants de la coumarine sur 'inhibition du transporteur afin de
déterminer le meilleur bioisostere du motif naphtyle. Dans les analogues diazényl-coumarinyles,
nous avons incorporé les substituants sur les positions 7 (H, OMe, OH) ou 8 (H, OMe) de la
coumarine. Les activités biologiques de ces analogues, présentées dans le tableau ci-dessous nous
ont permis d’une part, d’apporter une analyse claire sur la variation de I’affinité en fonction de la
nature des substituants et d’autre part, de valider I'hypothése affirmant que les motifs 3-carboxy-

coumariniques sont des bons bioisostéres du motif polaire naphtyl-disulfonique.

182



% d’inhibition

Référence X R? R’ .
a20 uM
LSP9-3160 H H 14
LSP9-5096 OH H 10
Br

LSP9-3164 OMe H 40
LSP9-3162 H OMe 42
LSP9-4089 PhNH, OMe H 35
LSP9-2120 Br - - 33
LSP9-2122 COOH - - 15
LSP9-2142 PhNH, - - 25

Tableau 12: Comparaison des activités de colorants azoiques dérivés du BT et de ligands

diazényl-coumarinyles.

L’activité des composés augmente lors de la substitution du motif 3-carboxy-coumarinique
par le groupement mésomere. Le composé LSP9-5096, substitué en position 7 par un OH, conduit a
une inhibition similaire au composé de référence LSP9-3160 (R’ = H). En revanche, I'introduction du
groupement mésomere donneur OMe en position 7 (LSP9-3164) ou en position 8 (LSP9-3162)
augmente |'affinité, et ce, de facon comparable. Ces deux ligands (LSP9-3164, LSP9-3162) conduisent
a des activités relativement meilleures que les colorants azoiques. Cette corrélation concernant
I’amélioration de I'inhibition lors du remplacement du naphtyle par une méthoxy-coumarine reste
vérifiée lors de la modification de la nature du motif phényle hydrophobe en biphényle (substitution
du phényl sur le carbone 4’ par un groupement PhNH,) en comparant I'activité du composé biphényl-

coumarinyle LSP9-4089 et du colorant biphényl-monoazoique LSP9-2142.

Interprétation des observations

L’analyse par modélisation moléculaire nous a permis de mieux comprendre les interactions
des composés avec les transporteurs VGLUTs et de connaitre les raisons qui sont a 'origine de la
faible affinité des ligands coumarinyles LSP9-3160 (14% a 20 uM, R* = H) et LSP9-5096 (10% a 20 puM,
R*> = OH) (Tableau 12). Le mécanisme de fixation du composé dans le transporteur dépend
énormément des propriétés physicochimiques hydrophilie/lipophilie du motif coumarinique. Ainsi
lors de la fixation du composé LSP9-5096 la plus grande hydrophilie de la 7-hydroxy-coumarine-3-
carboxylate (OH et COOH déprotonés a pH 7) induit la fixation de la molécule dans le sens direct a la
maniére des colorants azoiques contenant le motif polaire naphtyle (Figure 33, Figure 32). Dans ce

mode de liaison la solvatation due au contact avec le tampon physiologique minimise la force des
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liaisons hydrogenes et ioniques. L'inhibition du transport se fait donc avec une faible affinité
(Tableau 13).

La fixation des deux meilleurs ligands de la série des composés diazényl-coumarinyles LSP9-
3162 et LSP9-4089 contenant respectivement les motifs 7-méthoxy-3-carboxy-coumarine et 8-
méthoxy-3-carboxy-coumarine se fait dans le sens indirect (Figure 33). La substitution de la
coumarine par un groupement méthoxy améliore relativement son hydrophobicité. Cela induit la
pénétration de la coumarine en amont dans les couches légerement profondes du transporteur pour
établir des liaisons électrostatiques. Le groupement méthoxy occupe également une nouvelle poche
hydrophobe. Nous estimons que la fixation du composé contenant la 3-carboxy-coumarine (LSP9-

3160) se partage entre les deux modes de fixation sens direct-sens indirect (Tableau 13).

Nom R’ Sens de fixation dans les VGLUTs % d’inhibition a 20 uM
LSP9-3160 H Sens direct et indirect 14%
LSP9-3164 OMe Sens indirect 40%
LSP9-5096 OH Sens direct 10%

Tableau 13: Mode de fixation des ligands LSP9-5096, LSP9-3160 et LSP9-3164.

Ces analyses nous permettent de conclure que les motifs 3-carboxy-coumariniques
substitués sur les positions 7 ou 8 par un groupement méthoxy sont de bons bioisostéres du motif
polaire naphtyle. Nous allons dans la suite, améliorer I'affinité des ligands en optimisant le lien azo et

les substituants du motif aryle hydrophobe.

XXV. Pharmacomodulation du lien azo

Nous avons choisi de modifier la nature du lien entre la coumarine et le motif aryle
hydrophobe dans la conception de nouveaux ligands affins des VGLUTSs. Le lien azo est remplacé par

un lien alcene, alcyne et 1,2,3-triazole a partir des composés aryl-diazényl-coumarinyles.
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N COOe
N* N Pharmacodulation

du lien azo

Le lien azo est-t-il
necessaire ?

Lien: z‘KN\‘N%“ N / %'\/lilz:

alcéne alcyne triazole

Substituants: R2 = H, OMe, OH, NEt, ; R3 = H, OMe

Schéma 149: Pharmacomodulation du lien azo a partir de ligands diazényl-coumarinyles.

Nous obtenons trois familles supplémentaires de composés. Les ligands avec le lien alcéne
ont une géométrie spatiale similaire aux composés aryl-diazényl-coumarinyles (molécules planes). Ce
lien nous permet de mesurer I'importance des atomes d’azotes et donc de la présence d’accepteurs

de liaison H, dans I'affinité des ligands pour le transporteur (comparaison de =N=N- vs —C=C-).

- Accepteur de liaison H

- Pi-stacking Pi-stacking

Composés diazényl-coumarinyles Composés vinyl-coumarinyles

Schéma 150: Géométrie spatiale des ligands avec le lien azo et alcéne.

La modification du lien azo entre la coumarine et le motif aryle en un espaceur alcyne induit
une géométrie linéaire se traduisant par une orientation orthogonale de I'aryle par rapport a la
coumarine. Cette famille de molécules nous permettra d’estimer I'importance de la gé¢ométrie dans
la liaison des ligands aux protéines VGLUTs (Schéma 151).

Le triazole est un noyau aromatique trés stable qui résiste aux conditions d’hydrolyse acide
et basique, aux conditions d’oxydation, de réduction et a la dégradation métabolique en milieu

196

biologique ~°. Ce noyau aromatique augmente la solubilité du ligand et présente I'avantage de

posséder de bons accepteurs (N2 et N3) et donneur (C4-H) de liaisons hydrogénes *’. De plus, le
moment dipolaire (5 Debyes) du cycle *® lui permet de faire également des interactions faibles
197a

dipdle-dipéle ~°. La géométrie imposée par la 1,4-disubstitution ainsi que les interactions faibles
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199 |3 série

établies par le noyau 1H-1,2,3-triazole se rapprochent beaucoup de la liaison amide (2)
d’inhibiteurs avec le lien triazole nous permettra d’estimer I'importance de cet espaceur.

Pi-stacking - éi(i(s:giﬁirnge liaison H

Interaction de type "liaison H"

Composés éthynyl-coumarinyles Composés triazol-coumarinyles

Schéma 151: Structure spatiale de ligands avec le lien alcyne et triazole.

Nous allons analyser le tableau des activités ci-dessous afin de pouvoir connaitre

I'importance de la pharmacomodulation du lien dans I’affinité des ligands.

% d’inhibition

Référence Score PLP2
a20 uM
c Azo LSP9-4126 5 77.21
E Alcéne LSP16-2074 30 =
S Aoyne LSP17-1044 30 72.67
2 Triazole LSP17-1100 48 78.17

Tableau 14: Variation de I'affinité en fonction de la nature du lien.

Il y a une amélioration tres notable de I'inhibition lors de la modification du lien azo en
alcene, en alcyne ou en triazole. Le lien azo n’est donc pas indispensable pour la conception de
nouveaux ligands affins. Ces résultats sont cohérents avec les travaux de Carrigan et coll. sur les
dérivés 2,4-dicarboxy-quinoléines *®. Nous remarquons que les liens alcéne et alcyne conduisent &
des résultats similaires (Tableau 14). Les composés avec le lien alcéne sont des molécules planes
contrairement a la géométrie linéaire non-plane imposée par le lien alcyne. On peut donc en déduire
que la géométrie spatiale du composé, imposée par le lien, ne joue pas autant d’importance dans
I"amélioration de I'affinité des ligands. Ces résultats sont cohérents avec les observations effectuées

I. 2. Le lien triazole conduit & une affinité relativement meilleure par rapport aux

par Carrigan et col
autres espaceurs azo, alcéne ou alcyne. Ce cycle aromatique intervient dans la liaison du modulateur
dans la protéine VGLUT en établissant des liaisons faibles (Liaison H, m-stacking, Schéma 152 ci-

dessous).
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Schéma 152: Influence de la pharmacomodulation du lien sur I'affinité des ligands
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XXVI. Optimisation du motif aryle

Nous avons également cherché a optimiser I'affinité des composés en modifiant la nature
des substituants sur le motif aryle hydrophobe. L'importance de cette modification avait en effet été
démontrée lors des études préliminaires sur les colorants azoiques (Tableau 9). Nous avons effectué
des pharmacomodulations sur les carbones 2’ et 4 en se basant sur ces résultats des études
125a

préliminaires en incorporant des substituants halogéne (Br, position 4’), phényl-amino (PhNH,,

position 4’) ou méthoxy (OMe, position 2’).

4

Optimisation
du motif aryle

Lien: EACE S / H;
: % NN
azo

alcéne alcyne triazole

Substituants: R’ = H, OMe ; R? = H, OMe, OH, NEt, ; R® = H, OMe
X =H, Br, PNH,

Schéma 153: Optimisation des substituants sur le motif aryle

XXVI.1. Substitution sur le carbone 4’ : augmentation de la taille

XXVI.1.1. Substitution par un halogéne (le brome)

Nous avons développé des composés aryl-diazényl-coumarinyles substitués par un atome de
brome sur le carbone 4’ du motif phényle hydrophobe (Schéma 153 ci-dessus). La comparaison des
activités biologiques de ces molécules avec les analogues non-substitués correspondant nous
permettra de comprendre I'importance de la lipophilie des composés via I'augmentation de la taille

du motif aryle.
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% d’inhibition

Référence X R?

a20uM
LSP9-4126 H H 5
LSP9-4153 H OH 12

~ Lsp1-4108 H OMe 30
N ~\CO0’ B H 14
LSP9-3160 r
R;©\/OIO

LSP9-5096  Br OH 10
LSP9-3164  Br OMe 40
Q)\@ LSP9-2122 COOH - 15
N \* LSP9-2120  Br - 33
SO

Tableau 15: Variation de |'affinité en fonction de la nature des substituants sur le

carbone 4' du motif aryle hydrophobe

Les résultats du test de compétition montrent que I'affinité des analogues diazényl-
coumarinyles augmente légérement lors de la substitution du motif phényle par un halogéne sur la
position 4’ (Tableau 15 ci-dessus). Des remarques similaires avaient été observées lors des études
préliminaires sur les colorants azoiques. On observe par exemple une affinité meilleure lors du
remplacement du groupement COOH de l'analogue LSP9-2122 par un brome pour donner le
composé LSP9-2120 (Tableau 15). On notera que le brome est un groupement lipophile tout comme
le motif aryle. Par conséquent, I'ajout du brome sur le motif aryle correspond globalement a un
agrandissement de la taille de la molécule et notamment de la partie hydrophobe. On en conclut que
I’augmentation de la lipophilie de la molécule via le motif aryle hydrophobe améliorerait I’affinité des

ligands (paragraphe ci-dessous pour la validation de I’'hypotheése).

XXVI.1.2. Substitution par un phényl-amino

Pour confirmer I'hypothése concernant I'amélioration de I'affinité des ligands lors de
I’augmentation de la taille du motif aryle hydrophobe, nous avons développé une série de composés
substitués sur le motif aryle par un groupement phényl-amino (PhNH,). On obtient des composés
similaires aux colorants biphényl-monoazoiques (structures présentées dans le Schéma 154 ci-

dessous).
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R3

Composés biphényl-coumarinyles

Schéma 154: Structure des composés biphényl-coumarinyles et biphényl-monoazoiques
(dérivés du BT)

Le tableau ci-dessous regroupe les affinités des ligands biphényliques avec les analogues

phényliques correspondants permettant la comparaison avec les colorants azoiques dérivés du BT.

% d’inhibition CI50 Score

Référence X R®
a20uM (M)  PLP2
Azo LSP9-4108 OMe 30 50  71.43
LSP17-1046 OMe 48 21 72.67
Alcyne
LSP17-1177 H OH 20 267 68.44
3 LSP17-1116 OMe 45 25 7817
= Triazole
= LSP17-1153 NEt, 62 15  72.63
= Azo LSP9-4089 OMe 35 - -
=2
LSP17-1127° OMe 40 -
Alcyne
LSP17-1173 PhNH, OH 100 0.5 87.72
LSP17-1124 OMe 100 0.4  85.69
Triazole
LSP17-1154° NEt, 50 20  88.52
LSP9-2192 COOH 55 ~20 -
c' 5 LSP9-2179 | 45 ~30 -
_N
H i 2-Cl-
g S LSP9-3075 80 1.47 -
PhNH,

* Probléme de solubilité ; b : 2-CI-PhNH, correspond au groupement phényl-amino substitué en ortho de I'amine par le chlore (Schéma

154).

Tableau 16: Influence de la taille du motif aryle hydrophobe sur I'affinité des ligands
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Les résultats des tests de compétition montrent une nette amélioration des affinités entre les
analogues phényles et biphényles. La corrélation est vérifiée pour tous les analogues a I'exception
des composés biphényl-éthynyl- et biphényl-triazol- (LSP17-1127 et LSP17-1154) contenant
respectivement la 7-méthoxy-3-carboxy-coumarine et la 7-diéthylamino-3-carboxy-coumarine
(Tableau 16). On notera que la faible affinité de ces deux modulateurs est due a leurs trés mauvaises
solubilités observées dans les conditions de test biologique. Dans ces nouveaux composés
biphényles, deux ligands se distinguent particulierement avec une trés bonne inhibition avec des
affinités sub-micromolaires pour la premiere fois pour des ligands synthétiques. Il s’agit des
analogues LSP17-1173 (Clso = 0.5 puM) de la série alcyne et LSP17-1124 (Clso = 0.4 uM) de la série
triazole. La comparaison des affinités avec les analogues phényliques correspondants montre un gain
substantiel d’un facteur 100 (2 logs) obtenu en augmentant la taille du motif aryle hydrophobe. Des
observations similaires avaient été faites lors des études préliminaires avec les colorants azoiques
dérivés du BT, cependant la meilleure optimisation conduisait a gain d’un facteur 10 (1 log) lors
I"augmentation de la taille du motif aryle hydrophobe (pharmacomodulation du composé LSP9-2192
en LSP-3075).

Ces résultats démontrent les trés bonnes interactions que ces ligands biphényles doivent
établir dans les poches de liaison des transporteurs VGLUTs. L'analyse par modélisation moléculaire

permet de mieux comprendre la fixation des ligands (Figure 34).

b

, \ o
N d coo
Y. i LSP17-1-173

coor
LSP17-1-173 i /%\5 (\) \/ (Clso = 0.4 uM)
(Clsp = 0.5 M) ™ 1

Figure 34: lllustration de la fixation du Ligand biphényl-éthynyl LSP17-1173 (figure-A a
gauche) et biphényl-triazol LSP17-1124 (figure-B a droite) dans les poches de liaison des
transporteurs VGLUTs. Les parties de la protéine colorées en bleu correspondent aux

poches hydrophiles, les parties en brun correspondent aux poches hydrophobes)
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Nous remarquons d’apres ces illustrations que la liaison des ligands au transporteur se fait
dans le sens indirect correspondant a la pénétration de la coumarine suivie du motif aryle
hydrophobe. Les ligands rentrent en profondeur dans la protéine pour établir les interactions

électrostatiques fortes dans les poches hydrophiles de hautes affinités.

a. Casdel'analogue éthynyl-coumarinyle LSP17-1173 (figure 35-A)

La liaison du modulateur se fait en positionnant la coumarine dans une poche hydrophile. La
Figure 35 ci-dessous donne plus de détails concernant les acides aminés du transporteur impliqués

dans la liaison du composé.
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P:94
TYR
ARG
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I
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I:I van der Waals D
Pi-Pi Stacked
D Attractive Charge I:I
D Conventional Hydrogen Bond D Pi-Pi T-shaped

- Cation-mtbond

Figure 35: acides aminés impliqués dans la liaison du ligand biphényl-éthynyl-

coumarinyle LSP17-1173 aux transporteurs VGLUTS.

Nous pouvons notamment identifier les liaisons ioniques fortes établies par le groupement
carboxylate avec I'His360. On remarque le rdle tres important du groupement hydroxylate qui
établie une liaison ionique forte avec I’Arg93 et une liaison forte de type charge-dipdle avec la
Try140. Cette Tyrl40 établie également une interaction -t avec le noyau phényle proximal, de
méme |I'His204 effectue une interaction cation-mt avec le noyau phényle distal. La Tyr200 réalise des

interactions hydrophobes types mn-statiques avec le noyau aryle hydrophobe. Ces analyses mettent
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en exergue le role capital du motif coumarinique qui cumule a lui seul toutes les liaisons

électrostatiques fortes (liaisons H et ioniques).

b. Casdel'analogue triazol-coumarinyle LSP17-1124 (figure 35-B)

La molécule est positionnée de facon a maximiser les interactions hydrophobes avec le
groupement OMe (dans une poche hydrophobe) et les liaisons polaires avec le groupement
carboxylate (dans une poche hydrophile). La Figure 36 ci-dessous donne plus de détails sur les acides

aminés impliqués dans la liaison de la molécule au transporteur.

SER
P:432 o
P:435 E-
: P:223 ™
PHE P:298
P:224 ILE
P:431
N
TYR \
P:228 X \
\ \
\ \
A
TYR - \ GLY
PHE p:331 7 \ \ ASN P:148
e AN
P . \ P:454 pao  fGLN
\\O/ PHE TYR \ A P:144
N p:aQ P:200
N TYR HSD
\ P:140 P:204
o PHE
LEU
i HSD
P:360 ARG
P:93
ALA
P:231 PHE
P:137
Interactions

PFi-Donor Hydrogen Bond
D van der Waals D yarog
I:I Attractive Charge D Pi-Pi Stacked

I:I Conventional Hydrogen Bond D Pi-Pi T-shaped
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Figure 36: Acides aminés impliqués dans la liaison du ligand biphényl-triazol-coumarinyle LSP17-1124

aux transporteurs VGLUTSs.

Nous remarquons notamment une liaison type charge-dipole avec la Tyr331 et deux liaisons
ioniques fortes induisant la chélation du ligand via une pince His360-Arg93 située en profondeur
dans les poches hydrophiles de hautes affinités. Cette pince serait a I'origine de la tres forte affinité

du modulateur LSP17-1124 pour le transporteur (Figure 37). On note également la liaison hydrogeéne
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forte de I'oxygéne intracyclique de la lactone (avec la Tyr228). Nous pouvons constater le role
important de I'espaceur triazole qui augmente I’affinité en réalisant deux liaisons hydrogéenes avec la
Ser223 et la Tyr200. Cette derniere fait également une interaction m-stacking avec le triazole. Le
motif aryle hydrophobe intervient dans la fixation du composé via des interactions o — m et n-
stacking respectivement avec la Tyrl40 et I'His204. Le groupement amino réalise une liaison

hydrogéne avec la GIn144.

Pince His360-Arg93
responsable de la forte
affinité du ligand

Figure 37: Chélation du ligand LSP17-1124 par la pince His360-Arg93

XXVI.2. Substitution sur le carbone 2’

Nous avons finalement substitué le motif aryle hydrophobe des composés aryl-diazényls par
le groupement méthoxy sur le carbone 2’ en ortho du lien. Cette modification a permis d’étudier
I'importance de la position de substitution du motif aryle hydrophobe et d’évaluer également la taille

des substituants du carbone 2’ en ortho de I'espaceur.
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% d’inhibition

Référence X R? R?
a20puM
LSP9-3160 Br H H H 14
- LSP9-3164 Br H OMe H 40
! :,/N o5 LSP9-3162  Br H H OMe 42
sz:;)(oio LSP9-3161 Br OMe H H 1
LSP9-4150 Br OMe OMe H 15
LSP9-3163 Br OMe H OMe 9
LSP9-2120 Br H H 33 =
X OQ 0 N LSP9-2122  Br OMe OMe 42 -
N
E3sso& LSP9-2142 PhNH, H - 25 -
) ' LSP9-3075°  2-CI-PhNH, Cl - 88 1.6

. groupement phényl-amino substitué par le chlore ou le méthyle (Schéma 154)

Tableau 17: Variation de 'affinité en fonction de la nature du substituant sur le carbone

2' du motif aryle hydrophobe.

Nous remarquons une nette diminution de l'affinité lors de la substitution des ligands

coumarinyles par le groupement OMe sur le carbone 2’ (substituant R') du motif aryle hydrophobe

(Tableau 17 ci-dessus). L’analyse par modélisation moléculaire montre que la poche hydrophobe qui

loge le groupement méthoxy n’est pas assez large pour permettre le bon positionnement du ligand

dans le transporteur. Cette remarque est vérifiée avec les 3 composés (LSP9-3161, LSP9-4150 et

LSP9-3163). Dans les études préliminaires sur les colorants azoiques dérivés du BT, la substitution du

motif aryle hydrophobe par le groupement méthoxy provoquait une légere amélioration de I'affinité

(Tableau 17 ci-dessus). Les résultats obtenus étaient bien meilleurs avec le chlore (LSP9-3075, Clso =

1.6 M), pour lequel un gain notable d’un facteur 10 (1 log) était observé. Ces résultats confirment le

mode de fixation dans le sens direct des colorants azoiques dans lequel le corps hydrophobe est

responsable en majeure partie de l'affinité en établissant des interactions hydrophobes en

profondeur dans la protéine (voir Figure 33).
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C.Conclusion du chapitre et perspectives

Nous avons développé quatre familles de composés analogues structuraux du Bleu Trypan.
Ces molécules nous ont permis de mener des études RSA. En conclusion de ces études, nous pouvons
identifier les sites pharmacophoriques nécessaires a la conception de modulateurs affins des

VGLUTs. Les sites pharmacophoriques comprennent :

e Lacharge négative du groupement 3-carboxylate sur la coumarine

Cette charge négative est importante pour l'activité de la molécule. Elle améliore le
caractére hydrophile du fluorophore permettant son accession aux poches hydrophiles de haute
affinité en profondeur dans le transporteur. Ce substituant remplit la méme fonction que les
groupements sulfonates du naphtyle dans le BT. Elle intervient notamment dans les liaisons ioniques

nécessaires a I'encrage du ligand dans le transporteur (paragraphe XXIV p.179).

e Le groupement mésomeére donneur en position 7 ou 8 de la coumarine

Ce groupement joue un réle important dans I'amélioration de I'affinité du composé en
effectuant des interactions faibles hydrophobes. Il est également important pour les propriétés
physicochimiques du motif coumarinique (bon compromis hydrophilie/lipophilie) nécessaire a
I’obtention d’un ligand affin. Le groupement mésomere donneur est un hydroxyle dans le cas du lien
alcyne, trés hydrophobe qui optimise la solubilité du ligand et induit une bonne affinité (paragraphe

XXIV p.179).

e Lelien entre le fluorophore et le motif aryle hydrophobe

Ce lien joue un réle capital en permettant des interactions faibles supplémentaires (liaison H,
pi-stacking) et notamment en optimisant les propriétés physicochimiques hydrophilie/lipophilie. Cet
espaceur peut étre un lien alcyne ou idéalement un 1-H-1,2,3-triazole qui donne une bonne affinité

avec une meilleure solubilité (paragraphe XXV, p.184).

e Lataille du motif aryle hydrophobe (paragraphe XXVI, p.188).

La taille du motif aryle est trés importante pour I'affinité du ligand. Elle est nécessaire pou atteindre
des poches hydrophiles de haute affinité en profondeur dans le transporteur et notamment la pince
His360-Arg93 (cf. Figure 37). Pour cette raison certaines modifications comme l'incorporation du
groupement hydroxyle en position 7 du motif coumarinique n’est important que lorsque la taille de

I'aryle est suffisante (deux noyaux phényles couplés a la coumarine).
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Le Schéma 155 ci-dessous illustre les sites pharmacophoriques nécessaires pour une bonne affinité

des modulateurs coumarinyles des transporteurs VGLUTS.

Position pharmacomodulable .
Pas de groupement volumineux (H, Cl ou F)

Interactions hydrophobes

Lien alcyne ou 1H-triazole \ Liaison H / ionique

Liaison H/interactions hydrophobes (OH ou OMe)

Schéma 155: Sites pharmacophoriques nécessaires a la conception d’un modulateur

optimal.

Ces pharmacomodulations permettront d’obtenir des ligands avec des activés sub-
micromolaires (Tableau 16). Enfin, un dernier avantage, non moins important de ces composés, est la
présence d’'un groupement amino post-fonctionalisable permettant I'incorporation de motifs clés
comme le naphtyle pour une meilleure solubilité ou pour le radiomarquage les ligands.

Dans les études préliminaires, I'importance de la substitution du motif aryle par le chlore sur

1252) "Par analogie avec les

le carbone 2’ induisait un gain d’affinité d’un facteur 10 (cf. Tableau 17,
composés coumarinyles, nous pourrons optimiser |’affinité des deux meilleurs modulateurs LSP17-
1173 et LSP17-1124 (cf. Tableau 16) en introduisant des petits substituants lipophiles, comme le

chlore ou le fluor, sur le motif aryle hydrophobe (Schéma 156).
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H,oN HoN
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\‘\‘\ OH NH,* al O C OH NHs"
* ___________ j i
SOy -

LSP9-2142 LSP9-3075
(Clsp ~ 40 M) (Clsg = 1.6 uM)
Gain notable de 7 fog

COO"

LSP17-1173
(Clso = 0.5 uM)

LSP17-1124
(Clsy = 0.4 pM)

Schéma 156: Perspectives pour I'optimisation de |'affinité par incorporation du chlore
sur le motif aryle hydrophobe
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Conclusion générale

Le systeme glutamatergique est le principal systeme de neurotransmission excitatrice du
systéme nerveux central. Il est impliqué dans plusieurs désordres neurologiques, tels que la maladie
d’Alzheimer, la sclérose latérale amyotrophique, les douleurs neuropathiques chroniques, etc. Les
VGLUTSs sont les meilleurs biomarqueurs spécifiques de ce systeme et représentent, par conséquent,
des cibles clés utilisables dans le suivi physiopathologique des maladies impliquant Ia
neurotransmission glutamatergique. Durant ce projet doctoral, nous avons travaillé sur la conception
d’analogues structuraux du Bleu Trypan (molécule Lead). Cet inhibiteur affin et sélectif des VGLUTs
(Clso = 50 nM) reste difficilement pharmacomodulable, et présente une faible biodisponibilité dans le
cerveau (probléme de passage de la BHE). Notre objectif a donc été la synthése de modulateurs
(analogues structuraux du BT) affins, sélectifs, fluorescents, et surtout post-fonctionalisables des

VGLUTs.

Partie Chimie

Pour atteindre ces objectifs, nous avons effectué trois pharmacomodulations majeures a
partir du Bleu Trypan. Nous avons, dans une premiere étape, remplacé le naphtyle du Bleu Trypan
par des isostéres 4-méthyl-coumarines et 3-carboxy-coumarines. Dans un second temps, nous avons,
soit supprimé le lien azo entre le motif coumarinique et le motif aryle hydrophobe, soit remplacé ce
lien par d’autres espaceurs (liaison alcéne, alcyne ou triazole). Enfin, dans la derniére partie, nous
avons optimisé la nature des substituants sur le motif coumarinique et sur le motif aryle hydrophobe.
Ces trois pharmacomodulations nous ont permis d’obtenir 34 composés répartis en cing familles en
fonction de la nature du lien entre le motif coumarinique et le motif aryle hydrophobe. Dans chaque
famille, on distingue deux types de composés : les analogues phényliques (motif aryle = phényle) et

les analogues biphényliques (motif aryle = biphényle).

Nous avons formé 34 composés coumarinyles

X
Lien
azo, alcéne, alcyne, triazol, "sans lien"
X =H, Br, PhH,
R = 4-Me ou 3-COOH
R2 = H, OMe, OH, NET,
R%=H, OMe

Schéma 157: Composés formés durant la thése
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Activités biologiques vs modélisation moléculaire

Parmi les 34 composés finaux, nous avons pu évalués les activités biologiques de 30
composés sur des vésicules entiéres fonctionnelles, par test de compétition de recapture du [*H]-Glu.
Les résultats des tests biologiques nous permis de faire des études RSA. A partir de ces résultats,
nous avons pu conclure que les motifs 3-carboxy-coumariniques sont de bons isosteres du motif
naphtyle. Nous avons également pu montrer I'importance de certaines pharmacomodulations, telles
qgue I'augmentation de la taille du motif aryle (phényle en biphényle), ou la présence de groupements
accepteurs de liaison H, en ortho du lien (OH, OMe, NEt,). Ces conclusions ont été finalement
confirmées avec les composés présentant des liens alcynes et triazoles dans les composés
biphényliques (composés de types B) pour lesquels on obtient un gain d’activité de 2 logs. Nous
avons obtenus, pour la premiere, deux composés biphényliques et pharmacomodulables, qui

modulent la recapture du glutamate tritié avec des affinités sub-micromolaires (400 - 500 nM).

N=N

\
HzN N 00
LSP17-1124 C|) o0 LSP17-1173
(Clso = 0.4 M) (Clsp = 0.5 uM)

Schéma 158: Structures des deux meilleurs ligands.

Les composés synthétisés ont permis d’affiner le modele moléculaire par homologie des
protéines VGLUTs développé dans I'équipe. Nous avons notamment pu utiliser ce modele pour
comprendre le mode de fixation de nos composés dans les transporteurs VGLUTs. Nous avons
constaté que la fixation des colorants azoiques dérivés du Bleu Trypan se faisait dans le sens direct
(pénétration du motif aryle hydrophobe en amont), contrairement a nos nouveaux composés
coumarinyles qui se fixent dans le sens indirect (pénétration du motif polaire coumarinique en
amont). Ces observations nous montre I'importance des propriétés physicochimiques des composés,
et notamment des motifs polaires 3-carboxy-coumariniques (bon compromis lipophilie/hydrophilie).
Les motifs coumariniques, de part leur lipophilie, arrivent a pénétrer en profondeur dans le
transporteur, au niveau des poches hydrophiles de haute affinité, afin d’établir des liaisons
électrostatiques fortes (liaisons H et ioniques). Nous avons mis en exergue I'importance de ces
interactions électrostatiques pour nos deux meilleurs ligands, avec la caractérisation d’une pince

His360-Arg93 dans le transporteur.

Limites des structures
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Nous rencontré des problemes majeurs de solubilité lors des synthéses, mais également lors
des évaluations des activités biologiques des composés. En particulier, la synthése et la
caractérisation des composés entiers symétriques se sont révélées tres délicates. Ces composés sont
trées hydrophobes et tres peu solubles dans les solvants organiques usuels. De maniere générale,
nous avons remarqué que les liaisons alcéne et alcyne conduisent a des ligands moins solubles que
les ligands contenants le lien azo et triazole. Ce probléme de solubilité conduit a des résultats biaisés
lors des évaluations des affinités. En effet, le produit étant trés peu soluble dans les conditions du
test, la concentration réelle du produit solubilisé dans le tampon biologique doit étre déterminée
affin de juger de la potentialité du ligand. Nous avons remarqué ce probleme, plus particulierement

avec les composés LSP17-1127 et LSP16-2043 (Schéma 159).
*HaN
O “HN
O |
X O - CO0
o~ o

MeO
LSP17-1127 LSP16-2043
(Clso = 40 uM) Non évalué pour cause non solubilité

Schéma 159: Structures des composés présentant une trés mauvaise solubilité dans les

conditions du test biologique

Nous avons pu comprendre que la combinaison d’un groupement améliorant la solubilité
comme le groupement amino et hydroxyle dans le cas du lien alcyne est nécessaire a I'obtention d’un
meilleur ligand (bon compromis solubilité/polarité), tandis que le lien triazole (qui améliore la
solubilité) donne un bon ligand avec un groupement moins hydrosoluble (comme le OMe). Par
ailleurs, la modélisation moléculaire a pu nous montrer que les ligands trop hydrophobes ne
pénétrent que tres peu profondément dans le transporteur et donnent par conséquent une faible
affinité, de méme que les ligands trés hydrosolubles comme les dérivés phényl-monoazoiques du
Bleu Trypan. En effet, ces ligands n’atteignent pas les poches d’interaction de haute affinité

hydrophile et/ou hydrophobe nécessaire a une bonne affinité du ligand pour le transporteur.
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Schéma 160: lllustration de la fixation de ligands trop hydrophobes et trop hydrophiles

dans les transporteurs VGLUTs

Perspectives

Nous avons observé, lors des études préliminaires, I'importance de l'incorporation de petits
substituants hydrophobes sur le motif aryle tels que le chlore ou le fluor qui améliorent I'affinité des
ligands par un gain substantiel de 1 log. Nous pouvons par conséquent envisager les mémes

pharmacomodulations pour nos deux meilleurs ligands.
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Composés biphényl-momoazoique

HoN HoN
OH NHz* gain de 1 log OH NH3
N i i
SOs” “0,8 SO,

LSP9-2142 LSP9-3075
(c|50 ~ 40 |.IM) (CISO =1.6 llM)
Gain notable de 7 Jog

COO”

LSP17-1173
(Clso = 0.5 uM)
Cl
N-
o
. N coo
O~y ARG &
I K | > H
cl o o~ o
LSP17-1124 ? oo Clso=7? |
(Clsp = 0.4 uM)
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3 Q \ O O NN \-CO0
SOy H
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Schéma 161: Amélioration de I'affinité par incorporation de substituants hydrophobes sur le
motif aryle

En supposant que les résultats des activités biologiques soient équivalents entre les colorants
azoiques et les dérivés coumarinyles, nous pouvons voir que cette pharmacomodulation permettrait
I’obtention de ligands avec des affinités en dessous de la cinquantaine de nanomolaire.

Au regard des problémes de solubilité constatés avec les nouveaux ligands dichlorés, nous
pouvons envisager la conception de ligands dissymétriques, analysables et purifiables par les
techniques d’analyse courantes comme la CLHP (purification, caractérisation) et la RMN
(caractérisation). Ces ligands limitent les problémes de solubilité par la présence du motif polaire

naphtyle-disulfonique. D’autre part, nous pouvons postuler que la fixation de ces ligands se fera par
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la pénétration du motif polaire coumarinique en amont assurant une meilleure affinité pour ces
composés. Les motifs coumariniques présentent une meilleure affinité pour les poches hydrophiles

de hautes affinités, en comparaison du motif naphtyle plus polaire.

Sélectivité/Fluorescence

Rosenmund et coll. ont montré la sélectivité des colorants azoiques sur des modeles
d’autapses. lls ont notamment prouvé que le Bleu Trypan ne module ni I'activité des canaux ioniques,
ni I'activité des récepteurs iGLURs et mGLURs. Leur étude a confirmé que I'action du Bleu Trypan sur

la recapture glutamate est spécifique des VGLUTSs.

En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version

Figure 38: Comparaison de I'affinité du Bleu Trypan in vitro (50 nM), ex-vivo (2 uM) et in
vivo (1 mM). Dans I'expérience in vitro, les mesures sont effectuées sur des vésicules
purifiées a partir du lobe frontal (Dutar et coll.), les mesures ex-vivo sont effectuées sur
des tranches du lobe frontal, I'évaluation in vivo mesure la réduction du potentiel d’action

au nResandwndrébaditif (Puel et coll.). Puel et coll

De manieére a compléter I’évaluation de nos composés, la sélectivité de nos ligands sera
déterminée de la méme marniere : d’abord sur les vésicules purifiées, puis sur des tranches
d’hippocampe in vivo. Ces études se font actuellement en collaboration avec les équipes du Pr. Dutar
et coll., du Pr. Rosenmund et coll., et le Pr. Puel et coll. Ces expériences nous permettront de
connaitre si nos composés, a l'instar du Bleu Trypan, n‘ont pas d’action sur les VMAT1-2, les
récepteurs ionotropiques et métabotropiques du glutamate. On espere ainsi conclure, a la suite de
ces analyses, sur la sélectivité de nos composés coumarinyles. La biodisponibilité des molécules sera
également évaluée en effectuant des expériences in vivo sur I'audition chez les souris (Puel et coll.).
Les propriétés de fluorescences des ligands sont actuellement en cours d’évaluation et
nécessiteraient plus de données. Nous avons notamment étudié les propriétés d’absorption et

d’émission de nos deux meilleurs composés LSP17-1173 et LSP17-1124.
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LSP17-1124 LSP17-1173

Aex (nm) 360 340
Aém (nm) 475 420
AS (nm) 115 80

Nous remarquons que les deux ligands donnent des maximas d’absorption et d’émission
importants proche de 500, notamment pour le composé biphényltriazole LSP17-1124. Les deux
composés ont également un grand déplacement de Stockes montrant qu’il serait intéressant

d’approfondir les études sur les propriétés de fluorescence de nos composés.
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Experimental Section



General Information

All air and moisture sensitive manipulations were performed either under argon or in vacuo using
standard Schlenk techniques. Anhydrous solvents (Et,0, THF, Dioxane, DCM and toluene) were purchased from
Sigma Aldrich. In addition, MeOH was stored over oven dried 4 A molecular sieves under argon for at least 16
hours prior to use. All chemicals were purchased from Alfa Aesar, Sigma Aldrich and TCI Europe and were used
without further purification unless otherwise stated.

Analytical thin layer chromatography (TLC) was performed with Merck SIL G/UV s, plates. Compounds
were visualised by exposure to UV light or by dipping the plates in solutions of phosphomolybdic acid,
ninhydrin or potassium permanganate followed by heating. Flash column chromatography was performed in
air with silicagel 60 (Fluka). Column chromatography was performed with Merck Kieselgel 60 (200-500 mm).
The solvent systems  were given (s/s ). Compounds  color are taken from
https://en.wikipedia.org/wiki/List_of colors:_ A%E2%80%93F.

NMR spectra H (250.13 or 500.16 MHz), B¢ (62.9 or 125.78 MHz) were respectively recorded on an
ARX 250 or an Avance Il 400 Bruker or an Avance Il 500 Bruker spectrometer. Chemical shifts (3, ppm) are given
with reference to residual ‘H or *C of deuterated solvents in the solvent indicated (cbci3 7.27, 77.00 ;
(CD3)2C0 2.05, 29.84 and 206.26, (CD3)2S0O 2.50, 39.52)). 'H- and *C-NMR chemical shifts (6) are quoted in
parts per million (ppm) relative to the TMS scale. Coupling constants J are quoted in Hz. The following
abbreviations are used for the proton spectra multiplicities: s: singulet, d: doublet, t: triplet, q: quartet, qgt:
quintuplet, m: multiplet, br.: broad, dd: double doublet, dt: double triplet. Coupling constants (J) are reported
in Hertz (Hz). Several signals could not be attributed will be represented by ArH (aromatic hydrogen).

All mass spectrometry was carried out by the University of Paris Descartes mass spectrometry service.
Mass spectra (MS) were recorded with a LCQ-advantage (ThermoFinnigan) mass spectrometer with positive
(ESI*) or negative (ESI') electrospray ionization (ionization tension 4.5 kV, injection temperature 240 °C).
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I.  Starting coumarins
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1.1. 4-substituted-2H-chromen-2-one

7- hydroxy-4-methyl-2H-chromen-2-one (47)

X

HO (O ©)

C1oHsO3 MW = 176.17 g.mol ™

To a cool solution of resorcinol (3.747 g, 34 mmol, 1 equiv.) in H,SO, (50 mL) was added ethyl acetoacetate (3.8
mL, 228 mmol, 1.2 equiv.). The mixture was stirred for 1 h at 0 °C and then poured into crushed ice. The solid
was filtrated, washed and precipitated in cool ethanol to get the final pure compound as a white solid (4.61 g,
77% yield) ¢ ; *H NMR (500 MHz, DMSO-d) 6,,: 10.49 (s, 1 H, OH), 7.59 (d, 1 H, J = 8.5 Hz, ArH), 6.80 (dd, 1
H, J = 2 Hz, 8.5 Hz, CHCHCOH), 6.70 (d, 1 H, J = 2 Hz, HOCCHCO), 6.12 (s, 1 H, CHCOOC), 2.36 (s, 3 H, CHs) ; *C
NMR (125.78 MHz, DMSO-dy) 6c:161.1,160.2, 154.8, 153.5, 126.6, 112.81, 111.9, 110.2, 102.1, 18.06 ; HR-MS
(ESI, m/z) [M-H] : calcd. for [C,oH;03], 175.0401, found 175.0393.
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1.2. Ethyl 7-substituted-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate

General Procedure 1: Synthesis of Ethyl 7-substituted-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate 152,201

A mixture of corresponding benzaldehyde (1 mmol, 1 equiv.), diethyl malonate (1.2 mmol, 1.2 equiv.),
catalytic amount of piperidine (10 mol%) and few drops of glacial acetic acid were added in absolute ethanol
(1.2 mL). The reaction was refluxed for 16 h. The formed precipitate was filtered off, washed with ethanol,
dried and triturated in EtOH to give the Ethyl 7-substituted-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate pure product in
indicated yield.

General Procedure 2: 7-substituted-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid

A solution of appropriate (1 mmol) and NaOH (37 mmol) in ethanol (1.5 mL) was refluxed during 16 h.
After cooling, the reaction mixture was evaporated to dryness. The residue was dissolved in water and acidified
with diluted hydrochloric acid (pH = 1 - 2). The precipitate was filtered, dried and triturated in ethanol to give
the pure 7-substituted-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid product in indicated yield.
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Ethyl 2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (238)

@(ICOOEt
(e} (e}

C1oH1004 MW = 218.21 g.mol™
Desired product was obtained as a white solid (12.72 g, 48% yield) from 2-hydroxy-benzaldehyde (15 g, 122.8
mmol, 1 equiv.), diethyl malonate (147 mmol, 1.2 equiv.), catalytic amount of piperidine (13 mmol, 10 mol%)
dissolved in 150 mL of absolute ethanol according to General Procedure 1. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d;) 64 :
8.76 (s, 1 H, CHCCO,Et), 7.93 (dd, 1 H, J = 1.6 Hz, 7.6 Hz ArH), 7.74 (m, 1 H, ArH), 7.43 (d, 1 H, J = 8.5 Hz, ArH),
7.43 (td, 1 H,J = 7.5 Hz, J = 1 Hz, ArH), 4.30(q, 2 H, J = 7 Hz, CH,CH3), 1.31 (t, 3 H, J = 7 Hz, CH,CH;) ; °C NMR
(125.78 MHz, DMSO-d;) 6. : 162.6, 155.9, 154.5, 148.6, 134.4,130.2, 124.8, 117.8, 117.7, 116.1, 61.2, 14.0 ; HR-
MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C1,H110,4]", 219.0652, found 219.0641.

2-ox0-2H-chromene-3-carboxylic acid (53)

@(iCOOH
(e} (e}

C1oHs04 MW = 190.15 g.mol™
Desired product was obtained as a white (9.83 g, 89% yield) from Ethyl 2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate
(12.72 g, 58.3 mmol), NaOH (2.16 mol, 37 equiv.) dissolved in 90 mL of ethanol according to General Procedure
2. 'H NMR (500 MHz, DMSO-dj) 6,: 8.16 (s, 1 H, CHCCO,H), 7.76 (dd, 1 H, J = 1.5 Hz, 7.5 Hz ArH), 7.66 (m, 1 H,
ArH), 7.44 (d, 1 H, J = 8.2 Hz, ArH), 7.40 (td, 1 H, J = 7.5 Hz, J = 1 Hz, ArH) ; BC NMR (125.78 MHz, CDCl3) 6 :
162.5,157.6, 153.4,141.4, 132.5, 128.9, 125.2, 124.8, 118.4, 116.2.

Ethyl 7-hydroxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (240)

mCOOEt
HO (O ©)

CiH100s MW = 234.20 g.mol-1
Desired product was obtained in quantitative yield as a burnt amber solid from 2,4-dihydroxy-benzaldehyde
(1.38 g, 10 mmol) according to General Procedure 1. ‘H NMR (500 MHz, CDCl,) 6y :11.06 (br, 1 H, OH), 8.67 (s,
1 H, CHCCO,Et), 7.75 (d, 1 H, J = 8.5 Hz, ArH), 6.84 (dd, 1 H, J = 2.5 Hz, 8.5 Hz ArH), 6.73 (d, 1 H, J = 8.5 Hz,
CHCOH), 4.26 (g, 2 H, J = 7 Hz, CH,CH3), 1.29 (t, 3 H, J = 7 Hz, CH,CH5). BC NMR (125.78 MHz, CDCl;) 6. : 164.0,
162.9, 157.1, 156.4, 149.4, 132.1, 113.9, 112.1, 110.4, 101.8, 60.8, 14.1. HR-MS (ESI, m/z) [M-H] : calcd. for
[C12H90s], 233.0455, found 233.0447.

Ethyl 7-hydroxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (55)

HO ©) @)

C1oHsO5s MW = 206.15 g.mol™
Desired product was obtained as a burnt amber solid (1.2 g, 46% vyield) from Ethyl 7-hydroxy-2-oxo-2H-
chromene-3-carboxylate (3 g, 12.81 mmol) according to General Procedure 2 ; '"H NMR (500 MHz, CDCl) by :
8.68 (s, 1 H, CHCCO,H), 7.74 (d, 1 H, J = 8.5 Hz, ArH), 6.85 (dd, 1 H, /= 2.5 Hz, 8.5 Hz, ArH), 6.74 (d, 1 H, J= 2.5
Hz, J = 1 Hz, CHCOH)."’C NMR (125.78 MHz, CDCl;) &, : 164.2, 163.9, 157.6, 156.9, 149.3, 132.0, 113.9, 112.5,
110.6, 101.8. HR-MS (ESI, m/z) [M-H] : calcd. for [C;4HsOs], 205.0142, found 205.0142.
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Ethyl 7-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (241)

Et,N 0" o

C16H1sNO, MW = 289.33 g.mol™

Desired product was obtained as a yellow solid (13.38 g, 73% vyield) from 4-(diethylamino)-2-
hydroxybenzaldehyde (12.24 g, 63.34 mmol) according to General Procedure 1 ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dj)
8, : 8.54 (s, 1 H, CHCCO,Et), 7.62 (d, 1 H, J = 8.5 Hz, ArH), 6.77 (dd, 1 H, J = 2.5 Hz, 9.0 Hz, ArH), 6.53 (d, 1 H, J =
2.0 Hz, ArH), 4.23 (q, 2 H, J = 7.5 Hz, CH,CHs), 3.48 (q, 4 H, J = 7.5 Hz, NCH,CHs), 1.28 (t, 3 H, J = 7.5 Hz, CH,CHs),
1.14 (t,3 H,J=7.5Hz, NCH,CH;) ; BCNMR (125.78 MHz, DMSO-d) 6¢:163.3,157.9,156.9, 152.7, 149.1, 131.7,
109.7, 107.4, 106.9, 95.8, 60.3, 44.3, 14.2 (x2), 12.3 (x2). HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [CigHxNO,]",
290.1387, found 290.1376.

7-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (56)

moow
Et,N o0 Yo

Ci6H19NO, MW = 261.27 g.mol™*
Desired product was obtained as a yellow solid (2.25 g, 20% yield) from Ethyl 7-(diethylamino)-2-oxo-2H-
chromene-3-carboxylate (10.12 g, 38.77 mmol) according to General Procedure 2 ; 'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6
: 12.48 (br, 1H, COOH), 8.59 (s, 1 H, CHCCOOH), 7.64 (d, 1 H, J = 9 Hz, ArH), 6.79 (dd, 1 H, J = 2.5 Hz, 9.0 Hz,
ArH), 6.57 (d, 1 H, J= 2.5 Hz, ArH), 3.49 (q, 4 H, J = 7.0 Hz, NCH,CH3), 1.14 (t, 6 H, J = 7.5 Hz, NCH,CH35) ; BCNMR
(125.78 MHz, CDCl5) 6.: 164.4, 159.5, 157.9, 152.9, 149.4, 131.6, 110.0, 107.3, 107.1, 95.9, 44.4 (x2), 12.3 (x2).
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1.3. 6-iodo-7-substituted-coumarin

The 6-iodo-7-substituted-2-oxo-2 H-chromene-3-carboxylic acids were synthesized by a sequence of
procedures shown below:

X I X
LG = 50~ ogs™ —~ o™
X OH
X OH X 0" "0 X 0" "0
General Procedure 1: Synthesis of Ethyl 6-iodo-7-substituted-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate

To a solution salicylaldehyde derivatives (1 mmol, 1 equiv.) and diethyl malonate (1.2 equiv.) in
absolute ethanol (1.2 mL), a catalytic amount of piperidine (10 mol%) and few drops of glacial acetic acid were
added. The reaction mixture was refluxed for 16 h. The formed precipitate was filtered off, washed with
ethanol, dried and precipitated from EtOH to give ethyl 6-iodo-7-substituted-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate.
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2-hydroxy-5-iodobenzaldehyde (64)
I AN
T
OH
C,HsI0, MW = 248.02 g.mol
To a solution of 2-hydroxybenzaldehyde (20 g, 164 mmol, 1 equiv.) in AcOH (140 mL) was added ICl (29.4 g, 181
mmol, 1.1 equiv.). The mixture was then stirred for 16 h at 40 °C. Then the crude reaction was extracted with
Et,0 (3x 200 mL) and satured solution of Na,S,0;. The organic layer was concentrated in vacuo and
precipitated in Et,0/pentane to get the final pure product as a white solid (10.1 g, 37 % vyield) ; "H NMR (500
MHz, DMSO-d;) 64 : 10.92 (s, 1 H, OH), 10.16 (s, 1 H, CHO), 7.88 (d, 1 H, J = 2.5 Hz, ArH), 7.78 (dd, 1 H, J = 2.5 Hz,

8.5 Hz ArH), 6.85 (d, 1 H, J = 8.5 Hz, CHCOH). BC NMR (125.78 MHz, DMSO-d;) 6. : 189.7, 160.3, 144.1, 136.7,
124.58, 120.1, 81.4.

Ethyl 6-iodo-2-0x0-2H-chromene-3-carboxylate (242)

ImCOOEt
(0] O

C1oHolO; MW = 344.10 g.mol™
Desired product was obtained as a white solid (4 g, 72% yield) from 2-hydroxy-5-iodobenzaldehyde (10 g, 40.3
mmol) according to General Procedure 1 ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-d;) &, : 8.16 (s, 1 H, CHCCO,Et), 8.25 (d, 1
H,J = 2.2 Hz, ArH), 7.94 (dd, 1 H, J = 2.2 Hz, 8.7 Hz, ArH), 7.20 (d, 1 H, J = 8.7 Hz, ArH), 4.24 (q, 2 H, J = 7.1 Hz,
CH,CH;), 1.24 (t, 3 H, J=7.1 Hz, CH,CH3) ; BCNMR (62.9 MHz, DMSO-dg) é.:162.3,155.5, 154.1, 147.2, 142.2,
138.0, 120.0, 118.5, 118.4, 88.3, 61.3, 14.0 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C1,HslO,], 344.9613, found
344.9629

6-iodo-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (64)

I\©\/\ICOOH
(O]

C1oHsl04 MW = 316.05 g.mol
Desired product was obtained as a white solid (3.5 g, 93% yield) from ethyl 6-iodo-2-oxo-2H-chromene-3-
carboxylate (4.0 g, 11.62 mmol) according to General Procedure 2 ; "H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) &, : 8.65 (s, 1
H, CHCCO,H), 8.29 (d, 1 H, J = 2.2 Hz, ArH), 7.99 (dd, 1 H, J=2.2, 8.7 Hz, ArH), 7.25 (d, 1 H, J = 8.7 Hz, ArH) ; Bc

NMR (62.9 MHz, DMSO-d¢) 6¢: 163.8, 156.2, 154.1, 146.9, 142.1, 138.0, 120.3, 119.4, 118.5, 88.4 ; HR-MS (ESI,
m/z) [M-H] : calcd. for [C1gH4l04], 314.9152, found 314.9160.

2-hydroxy-5-iodo-4-methoxybenzaldehyde (65)
l N
e
MeO OH
CsH,10; MW = 278.44 g.mol*
To a solution of 2-hydroxy-4-methoxy-benzaldehyde (13.5 g, 89 mmol, 1 equiv.) in AcOH (75 mL) was added ICl
(15.8 g, 98 mmol, 1.1 equiv.). The mixture was then stirred for 16 h at 40 °C. Then the crude was concentrated
in vacuo and precipitated in Et,0/pentane to get the final pure product as a white solid (9.5 g, 49 % vyield) ; H

NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 : 11.14 (s, 1 H, OH), 9.99 (s, 1 H, CHO), 8.00 (s, 1 H, CHClI), 6.57 (s, 1 H, CHCOH),
3.88 (s, 3 H, OCHs) ; "*C NMR (125.78 MHz, DMSO-dg) 6. : 189.5, 163.4, 163.2, 139.7, 118.1, 99.9, 74.7, 56.8.
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Ethyl 6-iodo-7-methoxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (243)

ImCOOEt
MeO o "0

Ci3H1110s MW = 374.13 g.mol™
Desired product was obtained in quantitative yield as a white solid from 2-hydroxy-5-iodobenzaldehyde (9 g, 32
mmol) according to General Procedure 1 ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 : 8.68 (s, 1 H, CHCCO,Et), 8.36 (s, 1
H, CHCI), 7.13 (s, 1 H, CHCO), 4.28 (q, 2 H, J = 7.1 Hz, CH,CH;), 3.96 (s, 3 H, OCHs), 1.30 (t, 3 H, J = 7.1 Hz,
CH,CHs) ; *C NMR (62.9 MHz, DMSO-dg) 8¢ : 162.6, 162.4, 157.0, 155.9, 148.0, 139.6, 114.9, 113.4, 99.3, 81.9,
61.0, 57.6, 14.1 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C13H;,105]", 374.9724, found 374.9717..

6-iodo-7-methoxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (65)

Ij@\/\ICOOH
MeO o” 0

C11H,105s MW = 346.07 g.mol”*

A solution of ethyl 6-iodo-7-methoxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (1.47 g, 3.93 mmol) and NaOHaq 10%
(6 mL) in ethanol (6 mL) was refluxed during 16 h. After cooling, the reaction mixture was evaporated to
dryness; the residue was dissolved in water and acidified with diluted hydrochloric acid (pH 1 - 2). The
precipitate was filtered, dried and crystallized from ethanol to give the title compound as a white solid (1.3 g,
96 % yield) ; "H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) &, : 8.67 (s, 1 H, CHCCO,H), 8.36 (s, 1 H, CHCI), 7.12 (s, 1 H, CHCO),
3.96 (s, 3 H, OCHs) ; >C NMR (62.9 MHz, DMSO-dg) &, : 163.9; 162.2, 156.9, 156.6, 147.7, 139.5, 114.6, 113.5,
99, 3, 81.8, 57.5 ; HR-MS (ESI, m/z) [M-H] : calcd. for [C;1HglOs], 344.9265, found 344.9260.

7-(diethylamino)-6-iodo-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (66)

ImCOOH
Et,N o o

C14H14INO; MW = 346.07 g.mol

A mixture of A47-1V, Ethyl 7-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (2.0 g, 7.65 mmol, 1 equiv.) in
EtOH (15 mL) and 382 mL NaOHaqg 5% was cooled at 0 °C. Then 1, (2.33 g, 9.19 mmol, 1.2 equiv.) in sat. Klaq
solution was added dropwise and the reaction was stirred for 2 hours. Then the crude reaction was acidified
with aq HCI, concentrated in vacuo and extracted with 150 mL portions of Et,0. The organic layer was dried
over MgS04 then concentrated under vacuo to get the final pure product as a yellow solid (2.22 g, 75 % yield).
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6, : 13.08 (br, 1 H, COOH), 8.64 (s, 1 H, CHCCO,H), 8.40 (s, 1 H, CHCl), 7.11 (s, 1 H,
CHCN), 3.19 (g, 4 H, J = 7 Hz, NCH,CHs), 1.02 (t, 6 H, J = 7 Hz, NCH,CHs) ; *C NMR (62.9 MHz, DMSO-dg) & :
163.9, 157.4, 156.80, 155.7, 147.5, 140.9, 115.3, 111.0, 109.8, 91.8, 46.2 (x2), 12.1 (x2).
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4-(benzyloxy)-2-hydroxybenzaldehyde (71)
e
go OH

C14H1,03 MW = 228.08 g.mol™*

To a solution of 2,4-dihydroxybenzaldehyde (9 g, 65.16 mmol, 1 equiv.), in MeCN ( 660 mL) was added NaHCO;
(12.04 g, 143 mmol, 2.2 equiv.) and benzyl bromide (8.52 mL, 71,67 mmol, 1.1 equiv.). The mixture was stirred
under reflux for 2 h. The crude was then extracted with EtOAc (3x 200 mL). The organic layer was concentrated
in vacuo and purified by silica gel column chromatography (Cyclohexane/AcOEt 95:5 to 80:20). The pure
product was obtained as a white solid (15 g, 50 % yield) ; 'H NMR (500 MHz, CDCl;) 6, : 11.44 (s, 1 H, OH), 9.70
(s, 1H, CHO), 7.42 (d, 1 H, J = 8.9 Hz, ArH), 7.39 (m, 5 H, ArH), 6.60 (dd, 1 H, J = 2.2 Hz, 8.5 Hz, ArH), 6.5 (d, 1 H, J
= 2.2 Hz, ArH), 5.01 (s, 2 H, CH,Ar) ; C NMR (125.78 MHz, CDCl;) 6 : 194.6, 166.1, 164.7, 135.9, 135.5, 129.0
(x2), 128.6, 127.8 (x2), 115.6, 109.2, 101.9, 70.6 ; HR-MS (ESI, m/z) [M-H] : calcd. for [C14H1,03], 227.0714,
found 227.0706.

4-(benzyloxy)-2-hydroxy-5-iodobenzaldehyde (70)

C1H11103 MW = 354.14 g.mol ™

A solution of iodine monochloride (1.7 g, 10.52 mmol), in glacial acetic acid (5.3 mL) was added dropwise to a
solution of 4-(benzyloxy)-2-hydroxybenzaldehyde (2.0 g, 8.77 mmol), in glacial acetic acid (13 mL) with stirring.
The mixture was allowed to stir at room temperature for 2 h then the resulting suspension was removed by
filtration. The residue was dissolved with EtOAc, washed with a satured Na,S,0; solution, dried over MgSO,
and concentrated in vacuo to give the title compound as a white solid (1.31 g, 60% yield) ; 'H NMR (500 MHz,
DMSO-dg) 6, : 11.16 (br, 1 H, OH), 9.97 (s, 1 H, CHO), 8.03 (s, 1 H, CHCl), 7.50 (d, 2 H, J = 7.2 Hz, ArH), 7.43 (t, 2
H, J = 7.6 Hz, ArH), 7.36 (t, 2 H, J = 7.3 Hz, ArH), 6.66 (s, 1 H, CHCO), 5.25 (s, 2 H, CH,Ar) ; >C NMR (62.9 MHz,
DMSO-ds) 6.:189.4,162.8, 162.2, 139.6, 135.7, 128.3 (x2), 127.8, 127.0 (x2), 118.1, 101.0, 75.0, 70.3 ; HR-MS
(ESI, m/z) [M-H] : calcd. for [C14H10l03], 352.9680, found 352.9687.

2,4-dihydroxy-5-iodobenzaldehyde (68)
l AN
T
HO OH
C,Hsl03 MW = 264.02 g.mol™
To a solution of 4-(benzyloxy)-2-hydroxy-5-iodobenzaldehyde (2.35 g, 6.63 mmol) in dry DCM (85 mL) was
added dropwise a solution BBr; (1.0 M in DCM, 20 mL, 20 mmol) at -78 'C under N,. The reaction mixture was
stirred at this temperature for 2 h then warmed up 0 °C (1 h), water was then added and the reaction mixture
was stirred for another hour. The aq. layer was extracted with DCM; the combined organic layers were washed
with brine, dried over MgS0O, and concentrated in vacuo. The residue was washed with cyclohexane to give the
title compound as a beige solid (1.48 g, 86% yield) ; "H NMR (500 MHz, DMSO-d) 6, : 11.45 (br, 1 H, OH), 10.88
(br, 1 H, OH), 9.91 (s, 1 H, CHO), 7.94 (s, 1 H, CHCl), 6.52 (s, 1 H, CHCO) ; *C NMR (62.9 MHz, DMSO-d¢) ¢ :

188.7, 163.1, 162.5, 139.9, 117.6, 102.0, 74.0 ; HR-MS (ESI, m/z) [M-H] : calcd. for [C;H4105], 262.9211, found
262.9214.
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2-hydroxy-5-iodo-4-(methoxymethoxy)benzaldehyde (244)

~o" o OH
CoHslO4 MW = 308.07 g.mol

To an argon refluxed (3x) mixture of 2,4-dihydroxy-5-iodobenzaldehyde (3 g, 14.22 mmol, 1 equiv.), K2CO3 (2
g, 14.7 mmol, 1.2 equiv.) was added acetone (60 mL), and chloro(methoxy)methane (1.1 mL, 13.65 mmol, 1.2
equiv.). The mixture was stirred under 25 °C for 16 h. Then acetone was removed and the solid was extracted
with H20/AcOEt. The product was obtained as a white solid after purification by silica gel column
chromatography with [gradient from 9:1 to 7:3] Cyclohexane/AcOEt (2.63 g, 60% vyield) ; 'H NMR (500 MHz,
DMSO-dg) 64 : 11.04 (s, 1 H, OH), 9.98 (s, 1 H, CHO), 7.99 (s, 1 H, CHCl), 6.69 (s, 1 H, CHCO), 5.31 (s, 2 H, CH,0),
3.40 (s, 3 H, OCH,). BC NMR (62.9 MHz, DMSO-d) 8¢ : 189.2, 162.5, 160.9, 139.5, 119.0, 102.5, 94.6, 75.4, 56.1.
HR-MS (ESI, m/z) [M-H] : calcd. for [CoHglO,], 306.9473, found 306.9463.

Ethyl 7-hydroxy-6-iodo-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (67)

ImCOOEt
HO o” "o

C1,HolOs MW = 360.10 g.mol”
Desired product was obtained as a beige solid (0.3 g, 15% yield) from 2,4-dihydroxy-5-iodobenzaldehyde (1.48
g, 5.6 mmol) according to General Procedure 1 ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) &, : 11.95 (br, 1 H, OH), 8.63 (s, 1
H, CHCCOEt), 8.31 (s, 1 H, CHCI), 6.79 (s, 1 H, CHCOH), 4.25(q, 2 H, J = 7.1 Hz, CH,CHs), 1.27 (t, 3 H, J = 7.1 Hz,
CH,CHs).

ethyl 6-iodo-7-(methoxymethoxy)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (196)

|mcooa
~o o o Yo

C14H13105 MW = 404.15 g.mol”
Desired product was obtained as a beige solid (2.1 g, 80% vyield) from 2-hydroxy-5-iodo-4-
(methoxymethoxy)benzaldehyde (2.0 g, 6.49 mmol) according to General Procedure 1 ; '"H NMR (500 MHz,
DMSO-dg) &, : 8.67 (s, 1 H, CHCCOEt), 8.40 (s, 1 H, CHCl), 7.14 (s, 1 H, CHCOH), 5.43 (s, 2 H, CH,0), 4.28 (g, 2 H, J
= 7.1 Hz, CH,CHs), 3.43 (s, 3 H, OCHs), 1.30 (t, 3 H, J = 7.1 Hz, CH,CHs) ; BC NMR (62.9 MHz, DMSO-dg) 6 :
162.5, 159.5, 156.3, 155.7, 147.7, 139.8, 114.6, 114.1, 101?5, 94.9, 82.6, 61.0, 56.3, 14.0 ; HR-MS (ESI, m/z)
[M+H]" : calcd. for [C14H1410¢]", 404.9830, found 404.9822.
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1.4. 6-azido-7-substituted-Coumarin:

The ethyl 6-azido-7-substituted-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate were synthesized by a sequence of
procedures shown below:

X O (@] X (0] (0] X (e} O X O O
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Ethyl 6-nitro-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (245)

O,N moooa
o o

C1,HsNOg MW = 263.20 g.mol™*

To a solution on coumarin (5 g, 22.9 mmol) in H,SO, (95%, 9 mL) was added dropwise at room temperature a
solution of nitric acid (70%, 9 mL). After 5 h, the reaction was quenched by addition of water then, the resulting
suspension was removed by filtration. The residue was dried to give the title compound (4.44 g, 82% yield) as a
yellow solid ; "H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) &, : 8.92 (m, 2 H, CHCCO,Et, CHCNO,), 8.50 (dd, 1 H, J = 2.8 Hz, 9.1
Hz, CHCNO,), 7.65 (d, 1 H, J = 9.1 Hz, CHCO), 4.32 (q, 2 H, J = 7.1 Hz, CH,CHs), 1.32 (t, 3 H, J = 7.1 Hz, CH,CH;5) ;
¢ NMR (62.9 MHz, DMSO-dg) 6. : 162.1, 158.0, 155.0, 147.6, 143.6, 128.5, 126.0, 119.5, 118.2, 117.7, 61.5,
14.0; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C1oH1o0NOg]", 264.0503, found 264.0507.

Ethyl 6-amino-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (246)

HoN mCOOEt
o” "0

C1H1:NO, MW = 233.22 g.mol™

To a solution on coumarin (5 g, 22.9 mmol, 1 equiv.) in a mixture of H,0-EtOH (1:1, 80 mL) was added dropwise
a suspension of NH,Cl (0,98 g, 18.3 mmol, 0.8 equiv.) and Fe (7.13 g, 127 mmol, 6 equiv.). The reaction
mixture was refluxed during 1 hour. After cooling, the resulting black suspension was filtered through a pad of
celite® and washed with a solution of THF/EtOH. After evaporation in vacuo, the residue was purified by flash
chromatography on silica gel eluting with DCM/MeOH (9:1) to yield yellow oil (2.25 g, 60% yield) ; 'H NMR (500
MHz, DMSO-dg) & : 8.54 (s, 1 H, CHCCO,Et), 7.15 (d, 1 H, J = 8.9 Hz, CH CO), 6.99 (dd, 1 H, J = 2.7, 8.9 Hz,
CHCNH,), 6.89 (d, 1 H, J = 2.7 Hz, CHCNH,), 5.42 (br, 2 H, NH,), 4.27 (q, 2 H, J = 7.1 Hz, CH,CH3), 1.32 (t, 3 H, J =
7.1 Hz, CH,CH;) ; *C NMR (62.9 MHz, DMSO-dg) 6 : 163.0, 156.4, 148.5, 146.3, 145.7, 121.6, 118.1, 117.5,
116.5,111.1, 61.0, 14.0 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]+ : calcd. for [C12H12NO4]+, 234.0761, found 264.0562.

Ethyl 6-azido-2-oxo0-2H-chromene-3-carboxylate (78)

o” "0

C1oHoN30, MW = 259.22 g.mol™*
To a solution on coumarin (2.25 g, 9.65 mmol, 1 equiv.) in HClI 17% (30 mL) was added dropwise at 0 °C a
solution of NaNO, (0,99 g, 14.48 mmol, 1.5 equiv.) in water (4.35 mL). The reaction mixture was stirred at this
temperature for 30 minutes then a solution of NaN; (0.94 g, 14.48 mmol, 1.5 equiv.) in water (6.6 mL) was
added dropwise. The reaction mixture was warmed to room temperature and stirred for an additional 1 h. The
resulting suspension was filtered then dried to yield brown solid (2.05 g, 82% yield) ; *H NMR (500 MHz, DMSO-
de) 64 : 8.73 (s, 1 H, CHCCO,Et), 7.15 (d, 1 H, J = 7.74 Hz, CH CN), 7.46 (m, 2 H, ArH), 4.30(q, 2 H, J = 7.1 Hz,
CH,CHs), 1.31 (t, 3 H, J = 7.1 Hz, CH,CH5) ; *C NMR (62.9 MHz, DMSO-dy) 6 : 162.4, 155.7, 151.7, 147.7, 136.0,

125.3,119.4, 118.7, 118.6, 117.8, 61.3, 14.0 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C;,HoN30,], 260.0666, found
260.0667.
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Ethyl 7-methoxy-6-nitro-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (247)
MeO o” "o
C13H1:NO, MW = 293.23 g.mol*
To a cooled mixture (0 °C) of concentrated H,50, 95% / Nitric acid 70% (1:1, 25.76 mL) was added over 30
minutes coumarin (8 g, 32.44 mmol) as solid. The reaction mixture was then stirred 2 h at room temperature
then quenched by addition of water and the resulting suspension was removed by filtration. The residue was
dried to give the title compound (6.94 g, 73% yield) as a bronze solid ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 64 : 8.80 (s,
1 H, CHCCO,Et), 8.64 (s, 1 H, CHCNO,), 7.44 (s, 1 H, CHCOMe), 4.29 (q, 2 H, J = 7.1 Hz, CH,CH3), 4.03 (s, 3 H,
OCHs), 1.30 (t, 3 H, J = 7.1 Hz, CH,CH3;) ; B¢ NMR (62.9 MHz, DMSO-d¢) 6¢:162.2, 158, 5, 156.8, 155.3, 148.1,

136.2, 127.7, 115.9, 110.6, 101.8, 61.2, 57.9, 14.0 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C;3H:,NO5]", 294.0608,
found 294.0603.

ethyl 6-amino-7-methoxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (191)
HszCOOEt
MeO o” ~O
C13H13NOs MW = 263.25 g.mol*

To a solution on coumarin (2.6 g, 8.85 mmol, 1 equiv.) in a mixture of H,0-EtOH (1:1, 26 mL) was added
dropwise a suspension of NH,Cl (0,54 g, 10.18 mmol, 1.2 equiv.) and Fe (3.95 g, 70 mmol, 8 equiv.). The
reaction mixture was refluxed during 1 hour. After cooling, the resulting black suspension was filtered through
a pad of celite® and washed with a solution of THF/EtOH. After evaporation in vacuo, the residue was purified
by flash chromatography on silica gel eluting with DCM/MeOH (9:1) to vyield yellow oil (1 g, 42% yield) ; 'H NMR
(500 MHz, CDCl3) 6 : 8.38 (s, 1 H, CHCCO,Et), 6.77 (s, 1 H, CHCNO,), 6.74 (s, 1 H, CHCOMe), 4.32(q,2H,J=7.1
Hz, CH,CHs), 3.93 (s, 3 H, OCHs), 1.34 (t, 3 H, J = 7.1 Hz, CH,CHs) ; **C NMR (62.9 MHz, CDCl5) &, : 164.1, 157.9,

153.8, 151.1, 149.0, 134.4, 114.5, 111.7, 111.3, 98.7, 61.8, 56.5, 14.5. HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for
[C1sH1NOs]", 264.0866, found 264.0861.

Ethyl 6-azido-7-methoxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (77)
MeO o” "o
Ci3H1:N305 MW = 289.24 g.mol ™
To a solution on coumarin (1 g, 3.80 mmol, 1 equiv.) in HCI 17% (10 mL) was added dropwise at 0 °C a solution
of NaNO, (0.39 g, 5.70 mmol, 1.5 equiv.) in water (1.31 mL). The reaction mixture was stirred at this
temperature for 30 minutes then a solution of NaN; (0.37 g, 5.79 mmol, 1.5 equiv.) in water (2.6 mL) was
added dropwise. The reaction mixture was warmed to room temperature and stirred for an additional 1 h. The
resulting suspension was filtered then dried to yield bronze solid (0.65 g, 60% vyield) ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-
dg) 64 : 8.70 (s, 1 H, CHCCO,Et), 7.68 (s, 1 H, CH CN), 7.21 (s, 1 H, CHCOMe), 4.27 (g, 2 H, J = 7.1 Hz, CH,CH3),

3.96 (s, 3 H, OCHs), 1.30 (t, 3 H, J = 7.1 Hz, CH,CHs) ; >C NMR (62.9 MHz, DMSO-dg) & : 162.5, 157.0, 155.9,
154.0, 148.3, 125.1, 120.4, 114.2, 111.1, 100.3, 60.9, 57.9, 57.0, 14.0.

225



Ethyl 7-(diethylamino)-6-nitro-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (248)
OszCOOEt
(Et),N o~ Yo
C16H15N>06 MW = 334.32 g.mol”
Desired product was obtained as a yellow solid (2.2 g, 60% yield) from 4-(diethylamino)-2-hydroxy-5-
nitrobenzaldehyde (1.11 g, 4.66 mmol) according to General Procedure 1 ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 64 :
8.68 (s, 1 H, CHCCO,Et), 8.40 (s, 1 H, CHCNO,), 7.06 (s, 1 H, CHCOMe), 4.26 (q, 2 H, J = 7.1 Hz, CH,CH3), 3.30 (q, 4
H, J = 7.0 Hz, NCH,CHs), 1.29 (t, 3 H, J = 7.1 Hz, CH,CHs), 1.11 (t, 6 H, J = 7.0 Hz, NCH,CHs) ; *C NMR (62.9 MHz,

DMSO-ds) 6 : 162.7, 157.6, 155.9, 148.6, 147.5, 136.9, 129.6, 113.2, 108.2, 108.3, 104.3, 61.1, 45.9 (x2), 14.2,
12.2 (x2) ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [Ci6H1oN,04]", 335.1238, found 335.1242.

Ethyl 6-amino-7-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (179)
HszCOOEt
(Et),N o0~ Yo
C16H20N04 MW = 304.34 g.mol
To a solution on coumarin (2.2 g, 6.58 mmol, 1 equiv.) in a mixture of H,0-EtOH (1:1, 20 mL) was added
dropwise a suspension of NH,Cl (0.4 g, 7.57 mmol, 1.2 equiv.) and Fe (2.93 g, 52.67 mmol, 8 equiv.). The
reaction mixture was refluxed during 1 hour. After cooling, the resulting black suspension was filtered through
a pad of celite® and washed with a solution of THF/EtOH. After evaporation in vacuo, the residue was purified
by flash chromatography on silica gel eluting with Cyclohexane/EtOAc (8:2 to 6:4) to yield brown solid (1.17 g,
54% vyield) ; *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &, : 8.50 (s, 1 H, CHCCO,Et), 6.97 (s, 1 H, CHCNH,), 6.93 (s, 1 H,
CHCO), 4.87 (s, 2 H, NH,), 4.25(q, 2 H, /= 7.1 Hz, CH,CH3), 3.09 (g, 4 H, J = 7.1 Hz, NCH,CH3), 1.29 (t, 3 H,/=7.1
Hz, CH,CH5), 0.97 (t, 6 H, J = 7.0 Hz, NCH,CH5) ; °C NMR (62.9 MHz, DMSO-d;) 6. : 163.2, 156.8, 148.5, 148.3,

144.6, 140.7, 113.8, 112.9, 111.4, 108.0, 60.8, 44.2 (x2), 14.1, 12.0 (x2) ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for
[C16H21N,04]", 305.1496, found 305.1499.

6-azido-7-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (79)

(Et),N o~ o

C14H1aN,04 MW = 302.29 g.mol

To a solution on coumarin (1.40 g, 4.60 mmol, 1 equiv.) in HClI 17% (12 mL) was added dropwise at 0 °C a
solution of NaNO, (0.476 g, 6.90 mmol, 1.5 equiv.) in water (1.0 mL). The reaction mixture was stirred at this
temperature for 30 minutes then a solution of NaN; (0.448 g, 6.90 mmol, 1.5 equiv.) in water (2.14 mL) was
added dropwise. The reaction mixture was warmed to room temperature and stirred for an additional 1 h. The
resulting suspension was filtered then dried to yield brown solid (0.3 g, 22% yield) ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-
dg) 6, : 8.66 (s, 1 H, CHCCO,Et), 7.71 (s, 1 H, CHCN), 6.86 (s, 1 H, CHCO), 3.39 (q, 4 H, J = 6.9 Hz, CH,CH3), 0.97 (t,
6 H, J = 7.0 Hz, NCH,CHs) ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C14H15N40,4]", 305.1496, found 305.1499.
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Aryldiazenyl coumarins
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I.1. Diazényl-4-methyl-coumarin

(E)-8-((4-bromophenyl)diazenyl)-7-hydroxy-4-methyl-2H-chromen-2-one (149)
o
g N

/,N
oS
HO

C16H11BrN,03 MW = 359.17 g.mol

4-Bromoaniline (0.808 g, 4.70 mmol, 1 equiv.), NaNO, (0.37 g, 6.27 mmol, 1.2 equiv.), and 7-hydroxy-4-methyl-
2H-chromen-2-one (0.83 g, 4.70 mmol, 1 equiv.) was taken according to General Procedure 3. The crude
reaction was the filtrated then purified by silica gel column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 7:3) to
get the desired product as a barm red solid (0.28 g, 17% yield) **** ; "H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6, : 13.21 (s, 1
H, OH), 7.97 (dd, J = 2 Hz, J = 7 Hz, 2 H, ArH), 7.86 (m, 3 H, ArH), 7.05 (d, J = 9.5 Hz, 1 H, CHCOH), 6.35 (d, J = 1
Hz, 1 H, CHCCHs), 2.46 (d, , J = 1 Hz, 3 H, CH;) ; >C NMR (125.78 MHz, DMSO-dg) &, : 159.3, 154.8, 153.6, 152.0,
149.3, 132.8 (x2), 130.7, 125.5, 125.3, 124.3 (x2), 114.3, 112.8, 111.4, 18.9.
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1.2, Synthesis of ethyl 7-substituted-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acids:

The Ethyl (E)-ethyl 6-((4'-aminobiphenyl-4-yl)diazenyl)-7-substituted-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate were
synthesized by a sequence of procedures shown below:

R1

HoN
NN - COOEt N,,N - COOEt O N,,N . COOEt
—_— —_—
o” o R? o0~ o R? o~ o

R3 R3

General Procedure 3: Azo bond formation *2** ¥ 2%

To a cool (0 °C) suspension of corresponding aniline (1 mmol, 1 equiv.) in 1:1 HCL 12N/EtOH (3 mL) was
added dropwise an aqueous solution of NaNO, (1.2 mmol, 1.2 equiv., 1 M) After 1h stirring at this temperature,
the mixture was added dropwise to a cool (0 °C) basic (pH = 8 - 9) solution of corresponding 2-
hydroxybenzaldyde (1 mmol, 1 equiv.) in 1:1 H,O/EtOH (10 mL). The mixture was stirred for 2 h at 0 °C. The pH
was keeped on 8 — 9 with a 10% NaOHaq solution. Purification was doing according to the specific case to yield
the final pure product.

General Procedure 4: Knoevenagel condensation 152,201

To a solution of corresponding 2-hydroxy-phenydiazenhyl-benzaldehyde (1 mmol, 1 equiv.) in
absolute ethanol (8 mL) was added diethyl malonate (1.2 mmol, 1.2 equiv.) and piperidine (0.4 mmol, 40
mol%). The mixture was refluxed for 6 h. The crude reaction was then allowed to attain room temperature and
get purified according to specific case.

General Procedure 5: Suzuki coupling

An argon flushed (3x) mixture of 4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)aniline (1 mmol, 1
equiv.), phenyl-diazenyl-coumarin derivate (2.2 mmol, 2.2 equiv.), K,CO; (5 mmol, 5 equiv.) and
tetrabutylammonium bromide (0.2 mmol, 0,2 equiv.) was taken in 2:1 Toluene/H,0 (23 mL). The mixture was
purged for 15 minutes.Then Pd(PPh3), (10% mmol, 0.1 equiv.) was added. The mixture was stirred at 80 °C for
36 h. Final pure compound was obtained after purification according to the specific case.

General Procedure 6: Ester hydrolysis

To a solution of corresponding ethyl-2-oxo-(phenyldiazenyl)-chromene-3-carboxylate (1 mmol, 1
equiv.) in 1:1 Toluene/KOHaq 30%, or 1:1 MeOH/KOHaq 30% (20 mL). The mixture was stirred for overnight at
25° C. Then concentrated H,S0,4.conc 95% was added to precipitate the product. The solid was filtrated and
washed with Et20 to obtain the final desired compound in indicated yield.
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(E)-2-hydroxy-5-(phenyldiazenyl)benzaldehyde (156)

)

’

OH

N
o

C13H1oN,0, MW = 226.23 g.mol”

Chlorhydrate aniline (0.52 g, 4 mmol, 1 equiv.), NaNO, (0.335 g, 4.8 mmol, 1.2 equiv.), 1:1 EtOH/HCI 12N (12
mL), 2-hydroxybenzaldehyde (0.42 mL, 4 mmol, 1 equiv.) was taken according to General Procedure 3. The
crude reaction was then filtrated. The solid was washed with Et20. After ethanol removal, the filtrate was
undergone an acid extraction with 3x100 mL ethyl acetate and 1 M chlorhydric acid solution. The pure product
was getting after purification by silica gel column chromatography with 9:1 cyclohexane/ethyl as an Aztec gold
solid (0.22 g, 24% yield) ; 'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6, : 11.30 (s, 1 H, OH), 10.02 (s, 1 H, CHO), 8.19 (d, /= 2.5
Hz, 1 H, ArH), 8.17(dd, J = 2.5 Hz, 9 Hz, 1 H, ArH), 7.46 (dd, /= 1 Hz, 8 Hz, 1 H, ArH), 7.49 (m, 3 H, ArH), 7.11 (d, J
=8.5Hz, 1 H, ArH) ; B¢ NMR (125.78 MHz, CDCl;) 6 : 196.8, 164.0, 152.6, 146.2, 131.3, 130.9, 129.5, 129.4
(x2), 123.0 (x2), 120.6, 118.8.

(E)-ethyl 2-oxo0-6-(phenyldiazenyl)-2H-chromene-3-carboxylate (165)

©\ NN moooa
o o

CisH14N,0, MW = 322.31 g.mol™*

156, (E)-2-hydroxy-5-(phenyldiazenyl)benzaldehyde (0.226 g, 1 mmol, 1 equiv.), diethyl malonate (0.168 mL, 1
mmol, 1 equiv.) and piperidine (40 pL, 0.4 mmol, 40 mol%) was taken together in 8 mL of absolute ethanol
according to General Procedure 4. At the completion ethanol was removed. Then an acid extraction with ethyl
acetate (3 x 100 mL) and 1 M chlorhydric acid solution was done followed by a silica gel column
chromatography with Cyclohexane/ethyl acetate [gradient from 9:1 to 1:1]. Pure compound was obtained as a
banana-yellow solid (0.14 g, 62% yield) ; "H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) 8, : 8.94 (s, 1 H, CHCCO,Et), 8.50 (d, J = 2
Hz, 1 H, ArH), 8.22 (dd, J = 2 Hz, 8.5 Hz, 1 H, ArH), 7.91 (dd, J = 0.5 Hz, 8 Hz, 2 H, ArH), 7.63 (m, 4 H, ArH), 4.32
(g, 2 H, CH,CH;), 1.33 (t, 3 H, CH,CHs) ; °C NMR (62.9 MHz, DMSO-ds) &¢ : 162.4, 156.1, 155.6, 151.7, 148.5,
148.3, 131.9, 129.6 (x2), 127.0, 125.4, 122.7 (x2), 118.6, 118.5, 117.6, 61.4, 14.1 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" :
calcd. for [Ci5H15N,0,4]%, 323.1026, found 323.1032.

(E)-2-ox0-6-(phenyldiazenyl)-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP9-4126)

©\N/’N \QfICOOH
O 0

Ci6H10N,04 MW = 294.26 g.mol*
Desired product was obtained as an amber solid (38 mg, 76% yield) from A111-l, (E)-ethyl 2-oxo-6-
(phenyldiazenyl)-2H-chromene-3-carboxylate (50 mg, 0.17 mmol) in 1:1 Toluene/KOHaq 30% according to
General Procedure 6 ; ‘"H NMR (500 MHz, DMSO + A few drops of DCI) & : 8.85 (s, 1 H, CHCCO,H), 8.43 (s, 1 H,
ArH), 8.116 (s, 1 H, ArH), 7.86 (s, 2 H, ArH), 7.58 (m, 4 H, ArH) ; BC NMR (125.78 MHz, DMSO + A few drops of
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DCl) 6, : 164.1, 156.8, 156.5, 152.2; 148.8, 148.7, 132.4, 130.1 (x2), 127.2, 126.0, 123.1 (x2); 119.6, 119.0, 118.1
; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C15H13N,0,]", 295.0713, found 295.0720.

(E)-ethyl 7-methoxy-2-oxo0-6-(phenyldiazenyl)-2H-chromene-3-carboxylate (250)

©\N¢Nj©\/ICOOEt
MeO o 0O

C19H16N,05 MW = 352.34 g.mol”

Chlorhydrate aniline (1.296 g, 10 mmol, 1 equiv.), NaNO, (0.759 g, 11 mmol, 1.1 equiv.), 1:1 EtOH/HCI 12N (30
mL) , 2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde (1.522 g, 10 mmol, 1 equiv.), was taken according to General
Procedure 3. The crude reaction was then filtrated. The residue was washed with Et,0. The filtrate was
concentrated in vacuo then extracted with ethyl acetate (3x100 mL) and 1 M HCI solution. The pure product
(E)-2-hydroxy-4-methoxy-5-(phenyldiazenyl)benzaldehyde was got after silica gel column chromatography with
7:3 cyclohexane/ethyl acetate as a bronze powder (0.69 g). (0.213 g, 0.83 mmol, 1 equiv.) of this intermediate
was then taken in diethyl malonate (0.128 mL, 1 mmol, 1.2 equiv.), piperidine (34 uL, 0.33 mmol, 40 mol%) and
6 mL of absolute ethanol according to General Procedure 4. Ethanol was removed at the completion. Then an
acid extraction with of EtOAc (3 x 100 mL) and 1 M HCI aqueous solution was done followed by a silica gel
column chromatography with 7:3 Cyclohexane/ethyl acetate. Pure compound was obtained as a bronze
powder in (96 mg, 33% yield) ; 'H NMR (500 MHz, CDCl3) &: 8.56 (s, 1 H, CHCCO,Et), 7.90 (dd, J = 1.5 Hz, 8 Hz, 2
H, ArH), 7.87 (s, 1 H, ArH), 7.50 (m, 3 H, ArH), 6.98 (s, 1 H, ArH), 4.39 (q, 2 H, CH,CH3), 4.09 (s, 3 H, OCHs), 1.39
(t, 3 H, CH,CHs) ; BCNMR (125.78 MHz, CDCls) 6.: 163.2, 162.2, 158.9, 156.7, 153.1, 149.5, 140.2, 131.8, 129.4,
129.0, 123.4, 119.8, 117.5, 115.8, 111.4, 100.4, 62.1, 57.2, 14.5 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]+ : calcd. for calcd. for
[C1oH17N,05]%, 353.1132, found 353.1127.

(E)-7-methoxy-2-oxo-6-(phenyldiazenyl)-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP9-4108)

Ci7H1:N,05 MW = 324.29 g.mol
Desired product was obtained as a bronze solid (33 mg, 92% vyield) from A111-ll, (E)-ethyl 7-methoxy-2-ox0-6-
(phenyldiazenyl)-2H-chromene-3-carboxylate (36 mg, 0.1 mmol) in 1:1 Toluene/(KOHaq 30%) according to
General Procedure 6 ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-d;) 64 : 8.81 (s, 1 H, CHCCO,H), 8.06 (s, 1 H, ArH), 7.86 (dd, J =
2 Hz, 8 Hz, 2 H, ArH), 7.60 (m, 3 H, ArH), 7.37 (s, 1 H, ArH), 4.09 (s, 3 H, OCHs) ; "*C NMR (62.9 MHz, DMSO-dj)
6c:163.9, 161.2, 158.2, 156.5, 152.3, 149.1, 139.1, 131.6, 129.5 (x2), 122.6 (x2), 117.4, 115.6, 111.1, 100.7,
57.1; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C;7H13N,0,]", 325.0819, found 325.0820.
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(E)-2,4-dihydroxy-5-(phenyldiazenyl)benzaldehyde (164)

0]

’

OH

N
N
DR

C13H1oN,03 MW = 242.23 g.mol”
Chlorhydrate aniline (1.296 g, 10 mmol, 1 equiv.), NaNO, (0.75 g, 12 mmol, 1.2 equiv.), 1:1 EtOH/HCI 12N (30
mL) , 2, 4-dihydroxybenzaldehyde (1.381 g, 10 mmol, 1 equiv.) was taken according to General Procedure 3.
The crude reaction was then filtrated; the solid washed with Et,0, the filtrate concentrated in vacuo then
extracted with EtOAc (3 x 200 mL) and 1 M chlorhydric acid aqueous solution. The pure product was get after
silica gel column chromatography with Cyclohexane / ethyl acetate [gradient from (9:1) to (1:1)] as a bronze
powder (0.69 g, 28% vield) ; "H NMR (500 MHz, CDCls) 8, : 14.1 (s, 1 H, OH), 11.6 (s, 1 H, OH), 9.8 (s, 1 H, CHO),
8.2 (s, 1 H, CHCHO), 7.8 (dd, J = 1.5 Hz, 8.5 Hz, 2 H, ArH), 7.5 (m, 3 H, ArH), 6.5 (s, 1 H, CHCOH) ; *C NMR
(125.78 MHz, CDCl5): 194.5, 166.0, 162.3, 150.1, 141.1, 132.6, 131.6, 129.7 (x2), 122.3 (x2), 115.8, 105.2 ; HR-
MS (ESI, m/z) [M+H] : calcd. for [C;,HgN,05], 241.0619, found 241.0610.

(E)-ethyl 7-hydroxy-2-oxo-6-(phenyldiazenyl)-2H-chromene-3-carboxylate (174)

@\N/,N mCOOEt
HO 0~ o

CisH14N,05 MW = 338.31 g.mol™

To an argon fluxed (3x) mixture of 164, (E)-2,4-dihydroxy-5-(phenyldiazenyl)benzaldehyde (0.32 g, 1 mmol, 1
equiv.) with EtsN (0.151mL, 1.2 mmol, 1.2 equiv.) in 20mL of DCM was added benzoic anhydride (0.272 g, 1.2
mmol, 1.2 equiv.). After an overnight stirring at 25 °C, the crude reaction was extracted with 3 x 100 mL of DCM
and 1 M chlorhydric acid solution to get a bronze powder A mixture of beginning reactant and desired product
was obtained (conversion rate = 63%). The mixture was directly engaged into the next step without further
more purification; HR-MS (ESI, m/z) [M-H] : calcd. for [C,oH13N,0,], 345.0881, found 345.0877. This
intermediate (0.2 g, 0.58 mmol, 1 equiv.) was then taken in diethyl malonate (0.36 mL, 2.3 mmol, 4 equiv.),
piperidine (95 pL, 0.93 mmol, 1.6 equiv.) and absolute ethanol according to General Procedure 4. At the
completion, the crude reaction was concentrated in vacuo. Then an acid extraction with 3 x 100 mL of ethyl
acetate and 1 M chlorhydric acid solution was done followed by silica gel column chromatography with 7:3
Cyclohexane/ethyl acetate. Pure compound was obtained as a bronze solid (0.11 g, 89% vyield) ; 'H NMR (500
MHz, DMSO-d;) 6 : 12.01 (s, 1 H, OH), 8.85 (s, 1 H, CHCCO,H), 8.25 (s, 1 H, ArH), 7.99 (dd, /= 1.5 Hz, 8 Hz, 2 H,
ArH), 7.61 (m, 3 H, ArH), 7.04 (s, 1 H, CHCOH), 4.28 (q, 2 H, CH,CHs), 1.31 (t, 3 H, CH,CHs) ; °C NMR (125.78
MHz, DMSO-d) 6. : 162.6, 160.7, 158.0, 155.8, 155.6, 149.6, 137.0, 131.7, 129.5 (x2), 122.8 (x2), 122.4, 114.2,
111.0, 104.0, 61.0, 14.1.
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(E)-7-hydroxy-2-oxo-6-(phenyldiazenyl)-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP9-4153)

C16H10N,05 MW = 310.26 g.mol”
Desired product was obtained as a bronze solid (38 mg, 31% yield) from 174, (E)-ethyl 7-hydroxy-2-oxo-6-
(phenyldiazenyl)-2H-chromene-3-carboxylate (21 mg, 0.06 mmol) in 1:1 Toluene/(KOHaq 30%) according to
General Procedure 6 ; '"H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6, : 12.02 (s, 1 H, OH), 8.81 (s, 1 H, CHCCO,H), 8.24 (s, 1 H,
ArH), 7.99 (m, 2 H, ArH), 7.61 (m, 3 H, ArH), 7.04 (s, 1 H, CHCOH) ; *>C NMR (125.78 MHz, DMSO-dg) 6. : 163.9,
160.4, 158.0, 156.5, 151.6, 149.3, 137.0, 131.7 (x2), 129.5, 122.8 (x2), 122.5, 114.9, 111.2, 104.1 ; HR-MS (ESI,
m/z) [M+H]" : calcd. for [C;6H1oN,0s]", 311.0662, found 311.0665.

(E)-5-((4-bromo-2-methoxyphenyl)diazenyl)-2-hydroxybenzaldehyde (158)

O
OH

Br

C H BrN.O. MW =335.15 gmol™
14 11 2 3

4 — bromo-2-methoxy-aniline (0.404 g, 2 mmol, 1 equiv.), NaNO, (0.15 g, 2.2 mmol, 1.1 equiv.), 1:1 EtOH/HCI
12N (6 mL), 2-hydroxybenzaldehyde (0.21 mL, 2 mmol, 1 equiv.) was taken according to General Procedure 3.
Then the crude reaction was allowed to precipitate. The solid was filtrated and washed by cool ethanol and
ether. Then a trituration was done with cyclohexane/pentane/dichloromethane to get pure product as an
amber solid (0.57 g, 63% yield) ; "H NMR (500 MHz, CDCl;) 6, : 11.30 (s, 1 H, OH), 10.00 (s, 1 H, CHO), 8.16 (m, 1
H ArH), 8.56 (d, J = 2.5 Hz, 1 H, ArH), 7.54 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, ArH), 7.23 (d, J = 3 Hz, 1 H, ArH), 7.16 (dd, J = 2 Hz,
8.5 Hz, 1 H, ArH), 7.09 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, ArH), 4.01 (s, 3 H, OCHs) ; "*C NMR (125.78 MHz, CDCl3) 6. : 196.8,
164.0, 157.5, 146.6, 141.1, 131.5, 129.3, 126.7, 124.3, 118.8, 118.3, 116.5, 56.8 ; HR-MS (ESI, m/z) [M-H] :
calcd. for [CMHmBrNZOs]', 332.9880, found 332.9872.
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(E)-ethyl 6-((4-bromo-2-methoxyphenyl)diazenyl)-2H-chromene-3-carboxylate (167)

Br OMe
@NaNmCOOEt
o "0
Ci5H15BrN,0s MW = 431.24 g.mol
158, (E)-5-((4-bromo-2-methoxyphenyl)diazenyl)-2-hydroxybenzaldehyde (0.416 g, 1.24 mmol, 1 equiv.),
diethyl malonate (0.19 mL, 1.24 mmol, 1 equiv.) and piperidine (50 uL, 0.4 mmol, 40 mol%) was taken together
in 9 mL of absolute ethanol according to General Procedure 4. At the completion, the crude reaction was
concentrated in vacuo. Then an acid extraction in toluene (3 x 50 mL) with 2:1 water/acetic acid was done to
get the final pure product as an amber solid (0.323 g, 60% yield) ; 'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6, : 8.60 (s, 1 H,
CHCCO,Et), 8.20 (dd, 1 H, J = 2 Hz, 8.5 Hz, ArH), 8.13 (d, 1 H, J = 2.5, ArH), 7.57 (d, 1 H, J = 8 Hz, ArH), 7.45 (d, 1
H,J=8.5Hz ArH), 7.25 (d, 1 H, J = 1.5 Hz, ArH), 7.16 (dd, 1 H, J = 2 Hz, 8.5 Hz, ArH), 4.42 (q, 2 H, CH,CH3), 4.02
(s, 3 H, OCHs), 1.40 (t, 3H, CH,CHs) ; *C NMR (125.78 MHz, CDCl;) & : 163.0, 157.9, 156.6, 156.4, 149.8, 148.6,
140.9, 128.7, 127.6, 124.4, 124.3, 119.3, 119.4, 118.4, 118.2, 117.9, 116.7, 62.4, 58.8, 14.5 ; HR-MS (ESI, m/z)
[M+H]" : calcd. for [CyoH16N,05]", 431.0237, found 431.0230.

(E)-6-((4-bromo-2-methoxyphenyl)diazenyl)-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP9-3161)

Br OMe
[ I N,/N\CK\ICOOH
Oo” 0
Ci7H11BrN,05s MW = 403.18 g.mol

Desired product was obtained as a amber solid (26 mg, 46% vyield) from C111-l, (E)-ethyl 6-((4-bromo-2-
methoxyphenyl)diazenyl)-2H-chromene-3-carboxylate (60 mg, 0.14 mmol) 1:1 MeOH/(KOHaq 30%) according
to General Procedure 6 ; "H NMR (500 MHz, DMSO-ds + a few drops of DCI) &,: 8.82 (s, 1 H, CHCCO,H), 8.35 (s, 1
H, ArH), 8.07 (dd, J = 2.5 Hz, 8.5 Hz, 1 H, ArH), 7.55 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, ArH), 7.44 (m, 2 H, ArH), 7.22 (dd, J = 1.5
Hz, 8 Hz, 1 H, ArH), 3.92 (s, 3 H, OCH;) ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C;;H1;1BrN,0<]", 402.9924, found
404.9904.
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(E)-5-((4-bromo-2-methoxyphenyl)diazenyl)-2-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde (160)

0]

=~

OH

N OMe

Br

CisH13BrN,0, MW = 365.18 g.mol™

4 — bromo-2-methoxy-aniline (0.404 g, 2 mmol, 1 equiv.), NaNO, (0.15 g, 2.2 mmol, 1.1 equiv.), 1:1 EtOH/HCI
12N (6 mL) , 2-hydroxy-3-methoxy-benzaldehyde (0.304 g, 2 mmol, 1 equiv.) was taken according to General
Procedure 3. Then the crude reaction was allowed to precipitate. The solid was filtrated and washed by cool
ethanol and ether to get the final pure product as a dark goldenrod powder (0.38g, 52% yield) ; 'H NMR (500
MHz, DMSO-dg) 6, : 8.84 (s, 1 H, CHO), 8.04 (d, 1 H,J=1.5Hz, ArH), 7.72(d, 1 H,J=2 Hz, ArH), 7.53 (d, 1 H, J =
2 Hz ArH), 7.48 (d, 1 H, J = 8.5 Hz, ArH), 7.27 (dd, 1 H, J = 2 Hz, 8.5 Hz, ArH), 4.01 (s, 3 H, OCHa), 4.01 (s, 3
H,OCHs) ; °C NMR (125.78 MHz, DMSO-dg) & : 163.8, 157.2, 155.3, 148.5, 147.2, 145.8, 140.3, 126.4, 123.7,
118.7, 118.1, 118.0, 116.8, 106.8, 56.6, 56.3 ; HR-MS (ESI, m/z) [M-H] : calcd. for [CysH41,BrN,0,4] , 362.9986,
found 362.9990.

(E)-ethyl 6-((4-bromo-2-methoxyphenyl)diazenyl)-8-methoxy-2H-chromene-3-carboxylate (171)

Br\©iOMe
N”N N COOEt

OMe

CaoH17BrN,05 MW = 461,26 g.mol™*

C112-1V, (E)-5-((4-bromo-2-methoxyphenyl)diazenyl)-2-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde (0.38 g, 1.04 mmol, 1
equiv.), diethyl malonate (159 mL, 1.04 mmol, 1 equiv.) and piperidine (42 uL, 0.4 mmol, 40 mol%) was taken
together in 8 mL of absolute ethanol according to General Procedure 4. At the completion, the crude reaction
was concentrated in vacuo. Then an acid extraction in toluene (3 x 100 mL) with 2:1 water/acetic acid was done
to get the final pure product as a bronze solid (0.22g, 45% yield) ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6,:8.92 (s, 1 H,
CHCCO,Et), 8.06 (d, /=2 Hz, 1 H, ArH), 7.75 (d, /= 2 Hz, 1 H, ArH), 7.54 (d, J = 2 Hz, 1 H, ArH), 7.49 (d, J = 8.5 Hz,
1H, ArH), 7.28 (dd, /= 2 Hz, 8.5 Hz, 1 H, ArH), 4.32 (g, 2 H, CH,CH3), 4.02 (s, 3 H, OCHs), 4.01 (s, 3 H, OCH3), 1.33
(t, 3 H, CH,CH;) ; °C NMR (62.9 MHz, DMSO-dg) & : 162.4, 157.3, 155.3, 148.8, 148.6, 147.2, 146.0, 140.3,
126.4,123.7,118.7,118.5, 118.0, 117.9, 116.8, 107.5, 61.4, 56.7, 56,4, 14.1.
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(E)-6-((4-bromo-2-methoxyphenyl)diazenyl)-8-methoxy-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP9-3163)
Br\©[OMe
N”N XN COOH

OMe

CisH13BrN,05 MW = 433,21 g.mol™*

Desired product was obtained as an alloy arange (43 mg, 59% yield) solid from C111-1V, (E)-ethyl 6-((4-bromo-
2-methoxyphenyl)diazenyl)-8-methoxy-2H-chromene-3-carboxylate (77 mg, 0.17 mmol) in 1:1 MeOH/(KOHaq
30%)according to General Procedure 6 ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6, : 8.84 (s, 1 H, CHCCO,H), 8.04 (d, J =2
Hz, 1 H, ArH), 7.72 (d, J = 2 Hz, 1 H, ArH), 7.53 (d, J = 2 Hz, 1 H, ArH), 7.49 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, ArH), 7.27 (dd, J = 2
Hz, 8.5 Hz, 1 H, ArH), 4.01 (s, 3 H,0CHs), 4.00 (s, 3 H, OCHs) ; *C NMR (62.9 MHz, DMSO-ds) 6. : 163.8, 157.2,
155.8, 148.5,147.9, 147.2, 145.8, 140.3, 126.4, 123.7,118.7, 118.1, 118.0, 116.8, 106.8, 56.5, 56.3 ; HR-MS (ESI,
m/z) [M+H]" : calcd. for [C;gH14BrN,O¢]", 433.0030, found 433.0207.

(E)-5-((4-bromo-2-methoxyphenyl)diazenyl)-2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde (162)

@)
OH

OoM
Br ©

CysH13BrN,0, MW = 365.18 g.mol

4 — bromo-2-methoxy-aniline (0.808 g, 4 mmol, 1 equiv.), NaNO, (0.307 g, 4.4 mmol, 1.1 equiv.), 1:1 EtOH/HCI
12N (12 mL), 2-hydroxy-4-methoxy-benzaldehyde (0.608 g, 4 mmol, 1 equiv.) was taken according to General
Procedure 3. Then the crude reaction was allowed to precipitate. The solid was filtrated and washed by cool
ethanol and ether to get the desired pure product as a barn red solid in (0.98 g, 67% yield) ; 'H NMR (500 MHz,
DMSO-dg) 6, : 11.57 (s, 1 H, OH), 10.17 (s, 1 H, CHO), 7.87 (s, 1 H, ArH), 7.48 (d, /= 1.5 Hz, 1 H, ArH), 7.36 (d, J =
8.5 Hz 1 H, ArH), 7.23 (dd, J = 1.5 Hz, 8.5 Hz 1 H, ArH), 6.76 (s, 1 H, CHCOCHs), 4.01 (s, 3 H,0OCH3), 3.99 (s, 3 H,
OCH;) ; >C NMR (62.9 MHz, DMSO-ds) 6. : 162.5, 161.4, 158.3, 157.3, 155.8, 149.6, 140.9, 139.5, 136.2, 123.7,
118.1, 117.6, 116.7, 114.8, 111.0, 100.7, 61.0, 57.1, 56.6, 14.0 ; HR-MS (ESI, m/z) [M-H] : calcd. for
[Ci5H1,BrN,0,4], 362.9986, found 362.9985.
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(E)-ethyl 6-((4-bromo-2-methoxyphenyl)diazenyl)-7-methoxy-2H-chromene-3-carboxylate (169)

Br\©[OMe
NE N :@\/\ICOOH
MeO O” ~0

CoH1,BrN,05 MW = 461.26 g.mol

C112-ll, (E)-5-((4-bromo-2-methoxyphenyl)diazenyl)-2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde (0.727 g, 1.99 mmol, 1
equiv.), diethyl malonate (0.31 mL, 1.04 mmol, 1 equiv.) and piperidine (80 uL, 0.4 mmol, 40 mol%) was taken
together in 15 mL of absolute ethanol according to General Procedure 4. At the completion the mixture was
concentrated in vacuo. Then the mixture was allowed to precipitate in AcOEt/pentane. The solid was filtrated
and was with a few Et,0 to get the final pure product as barn red solid (0.55g, 60% vyield) ; 'H NMR (500 MHz,
DMSO-d;) 6 : 8.54 (s, 1 H, CHCCO,Et), 7.82 (s, 1 H, ArH), 7.52 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, ArH), 7.23 (d, J = 1.5 Hz, 1 H,
ArH), 7.14 (dd, J = 1.5 Hz, 8.5 Hz, 1 H, ArH), 6.96 (s, 1 H, ArH), 4.38 (q, 2 H, CH,CH3), 4.08 (s, 3 H,0CHs), 4.02 (s, 3
H, OCHs), 1.38 (t, 3 H, CH,CHs) ; *C NMR (125.78 MHz, DMSO-dq) 8¢ 163.2, 162.0, 158.9, 157.7, 156.6, 149.5,
141.6, 140.7, 127.4, 124.4, 118.7, 117.8, 116.5, 115.8, 111.4, 100.3, 62.1, 57.2, 56.8, 14.5 ; HR-MS (ESI, m/z)
[M+H]" : calcd. for [CyoH1sBrN,0¢]", 461.0343, found 461.0337.

(E)-6-((4-bromo-2-methoxyphenyl)diazenyl)-7-methoxy-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP-4150)

Br OMe
e i
MeO o O

CisH13BrN,05 MW = 433.21 g.mol

Desired product was obtained as a barn red solid (8 mg, 9 % vyield) from C111-ll, (E)-ethyl 6-((4-bromo-2-
methoxyphenyl)diazenyl)-7-methoxy-2H-chromene-3-carboxylate (0.1 g, 0.22 mmol) in 1:1 MeOH/(KOHaq
30%) according to General Procedure 6. The product was purified by silica gel chromatography using a 6:4:0.5%
mixture of DCM-AcOEt-AcOH ; "H NMR (500 MHz, CDCl3) &, : 9.00 (s, 1 H, CHCCO,H), 7.88 (d, 1 H, J = 1.5 Hz,
ArH), 7.82 (d, 1 H, J = 1.5 Hz, ArH), 7.57 (d, 1 H, J =9 Hz, ArH), 7.27 (d, 1 H, J= 1.5 Hz, ArH), 7.17 (dd, 1 H, J =2
Hz, 9 Hz, ArH), 4.09 (s, 3 H,0CHs), 4.03 (s, 3 H, OCHs) ; °C NMR (125.78 MHz, CDCl3) 6. 163.5, 162.2, 158.0,
151.9, 150.4, 148.5, 145.8, 140.8, 128.1, 124.4, 119.2, 118.5, 118.3, 116.7, 116.0, 109.1, 57.0, 56.8 ; HR-MS (ESI,
m/z) [M+H]" : calcd. for [Cy5H13BrN,0Na]’, 454.9849, found 456.9847.
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(E)-5-((4-bromophenyl)diazenyl)-2-hydroxybenzaldehyde (157)

0]

~

OH

N
IO
Br

Cy13HoBrN,0, MW = 305.13 g.mol™

4-Bromoaniline (1.72 g, 10 mmol, 1 equiv.), NaNO, (0.85 g, 12 mmol, 1.2 equiv.), 1:1 EtOH/HCI 12N (30 mL), 2-
hydroxybenzaldehyde (1.04 mL, 10 mmL, 1 equiv.) was taken according to General Procedure 3. At the
completion, the mixture was allowed to precipitate. The residue was filtrated and washed with cool ethanol
and ether to get the desired pure product as an earth-yellow solid (3.04 g, 99% vyield) ; 'H NMR (500 MHz,
CDCl3) 6, : 11.33 (s, 1 H, OH), 10.02 (s, 1 H, CHO), 8.19 (d, J = 2.5 Hz, 1 H, ArH), 8.16 (dd, J = 2.5 Hz, 9 Hz, 1 H,
ArH), 7.76 (d, J = 9 Hz 2 H, ArH), 7.63 (d, J = 9 Hz 2 H, ArH), 7.11 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, ArH) ; °C NMR (125.78 MHz,
CDCl5) 6.:196.7, 164.2, 161.3, 146.0, 132.6 (x2), 130.9, 129.8, 125.7 (x2), 124.5 (x2), 120.6, 118.9.

(E)-ethyl 6-((4-bromophenyl)diazenyl)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (166)

Br\©\
NN \@ICOOE
o” "o

CisH13BrN,0, MW = 401.21 g.mol™
157, (E)-5-((4-bromophenyl)diazenyl)-2-hydroxybenzaldehyde (3.3 g, 10 mmol, 1 equiv.), diethyl malonate (1.53
mL, 12 mmol, 1.2 equiv.) and piperidine (0.4mL, 0.4 mmol, 40 mol%) was taken together in 77 mL of absolute
ethanol according to General Procedure 4. The crude reaction was then filtrated. The residue was washed with
cool ethanol and Et,0. The filtrate was concentrated in vacuo then extracted with ethyl acetate (3 x 200 mL)
and 1 M chlorhydric acid solution. The organic layer was dried over MgS0,, concentrated in vacuo. The final
pure product was get as camel powder after silica gel column chromatography with 8:2 Cyclohexane / ethyl
acetate (2.57 g, 56% yield) ; "H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & : 8.60 (s, 1 H, CHCCO,Et), 8.21 (dd, J = 2.5 Hz, 6.5
Hz, 1 H, ArH), 8.16 (d, J = 2.5 Hz, 1 H, ArH), 7.79 (d, J =9 Hz, 2 H, ArH), 7.65 (d, /=9 Hz, 2 H, ArH), 7.46 (d, /=9
Hz, 1 H, ArH), 4.42 (q, 2 H, CH,CH,), 1.41 (t, 3 H, CH,CHs) ; °C NMR (62.9 MHz, DMSO-dg) 8. : 163.0, 156.8,
156.3, 151.2, 149.2, 148.5, 132.7 (x2), 128.2, 126.5, 124.8, 124.7 (x2), 119.5, 118.4, 118.0, 62.4, 14.5 ; HR-MS
(ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [CygH14BrN,04]", 401.0131, found 403.0106
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(E)-6-((4-bromophenyl)diazenyl)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP9-3160)

Br\©\
N \@ICOOH
o O

C16HoBrN,0, MW = 373.16 g.mol

Desired product was obtained as an amber solid (54 mg, 98% vyield) from B111-l, (E)-ethyl 6-((4-
bromophenyl)diazenyl)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (56 mg, 0.16 mmol) in 1:1 toluene/(KOHaq 30%)
according to General Procedure 6 ; 'H NMR (500 MHz, DMSO + A few drops of DCI) 6, : 8.95 (s, 1 H, CHCCO,H),
8.55 (d, J = 5 Hz, 1 H, ArH), 8.27 (m, 2 H, ArH), 7.91 (m, 4 H, ArH), 7.68 (d, j = 9 Hz, 1 H, ArH) ; °C NMR (125.78
MHz, DMSO + A few drops of DCI) 6. : 163.6, 156.2, 156.1, 150.6, 148.1, 148.1, 132.6 (x2), 126.7, 125.7, 125.3,
124.5 (x2), 119.2, 118.5, 117.6 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C;cHsBrN,O,Na]", 394.9638, found
291.0657.

(E)-ethyl 6-((4'-aminobiphenyl-4-yl)diazenyl)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (223)

HoN O
o 0

CpsH16N30, MW = 413.43 g.mol”

An argon flushed (3x) mixture of 4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)aniline (0.223 g, 1equiv., 0.48
mmol) , (E)-ethyl 6-((4-bromophenyl)diazenyl)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (0.46 g, 1.06 mmol, 2.2
equiv.), K,CO3 (0.334 g, 2.45 mmol, 5 equiv.) and tetrabutylammonium bromide (31 mg, 0.01 mmol, 0,2 equiv.)
, Pd(PPh3), (56 mg, 10 mol%., 0.05 mmol) was taken in 2:1 toluene/water under reflux for 30 h according to
General Procedure 5. At the completion a basic extraction with 3 x 100 mL of ethyl acetate and 1 M KOHaq
solution was done. Purification was done by silica gel column chromatography cyclohexane/ethyl acetate/Et;N
[gradient from 70:30:0.1 to 50:50:0.1]. The pure product was get as dark sienna powder (80 mg, 40% vyield) ; H
NMR (500 MHz, CDCls) 8, : 8.62 (s, 1 H, CHCCO,Et), 8.23 (dd, J = 2 Hz, J =9 Hz, 1 H, ArH), 8.17 (d, J = 2.5 Hz, 1 H,
ArH), 7.96 (dd, J = 2 Hz, 8.5 Hz, 2 H, ArH), 7.69 (dd, J = 2 Hz, 8.5 Hz, 2 H, ArH), 7.49 (m, 3 H, ArH), 6.77 (d, /= 8.5
Hz, 1 H, ArH), 4.43 (g, 2 H, CH,CHs), 1.42 (t, 3 H, CH,CHs) ; **C NMR (62.9 MHz, DMSO-dg) &, : 158.5; 150.9;
149.6; 148.7; 144.8; 128.4 (x2); 128.3, 127.0 (x2), 124.4, 123.9 (x2); 118.4, 117.9, 115.6 (x2), 62.4, 35.7, 25.1,
14.5 ; HR-MS (ESI, m/z) [M-H] : calcd. for [C,4H1gNs04]7, 412.1303, found 412.1309.
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(E)-5-((4-bromophenyl)diazenyl)-2-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde (159)

0]

=~

OH

N
/©/ N OMe
Br

C14H11BrN,03 MW = 335.15 g.mol

4-Bromoaniline (0.172 g, 10 mmol, 1 equiv.), NaNO, (0.75 g, 11 mmol, 1.1 equiv.), 1:1 EtOH/HCI 12N (30 mL),
2-hydroxy-3-methoxy-benzaldehyde (0.152 g, 10 mmol, 1 equiv.) was taken according to General Procedure 3.
Then the crude reaction was allowed to precipitate. The solid was filtrated and washed with cool ethanol and
ether to get the pure product as a bronze solid in (3.04 g, 94% vyield) ; 'H NMR (500 MHz, CDCl3) 64 : 11.65 (s, 1
H, OH), 9.82 (s, 1 H, CHO), 7.96 (s, 1 H, ArH), 7.74 (dd, J = 2 Hz, 7 Hz, 2 H, ArH), 7.62 (dd, J = 2 Hz, 7 Hz, 2 H, ArH),
6.60 (s, 1 H, CHCOCHs), 4.06 (s, 3 H, OCHs) ; >C NMR (125.78 MHz, CDCls) &, : 196.6, 155.0, 151.3, 149.6, 145.7,
132.6 (x2), 125.6, 124.5 (x2), 124.2, 120.2, 108.2, 56.7 ; HR-MS (ESI, m/z) [M-H] : calcd. for [Ci;H1oBrN,Os],
332.9880, found 332.9886.

(E)-ethyl 6-((4-bromophenyl)diazenyl)-8-methoxy-2H-chromene-3-carboxylate (170)

Br\©\
N - COOEt

OMe

Ci9H15BrN,05s MW = 431.24 g.mol

B112-1V, (E)-5-((4-bromophenyl)diazenyl)-2-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde (1.670 g, 5 mmol, 1 equiv.),
diethyl malonate (0.763 mL, 5 mmol, 1 equiv.) and piperidine (0.204 mL, 0.4 mmol, 40 mol%) was taken
together in 36 mL of absolute ethanol according to General Procedure 4. At the completion, the crude reaction
was concentrated in vacuo. Then an acid extraction in toluene (3 x 150 mL) with 2:1 water/acetic acid was done
to get the final pure product as bronze solid in (1.25g, 58% yield) ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &, : 8.90 (s, 1 H,
CHCCO,Et), 8.13 (d, /=2 Hz, 1 H, ArH), 7.82 (m, 4 H, ArH), 7.80 (d, J = 2 Hz, 1 H, ArH), 4.32 (q, 2 H, CH,CH3), 4.03
(s, 3 H, OCHs), 1.33 (t, 3 H, CH,CHs) ; *C NMR (62.9 MHz, DMSO-ds) & : 162.4, 155.2, 150.5, 148.7, 148.0,
147.3, 146.3, 132.6 (x2), 125.3, 124.5 (x2), 119.1, 118.7, 118.5, 106.6, 61.4, 56.4, 14.0 ; HR-MS (ESI, m/z)
[M+H]" : calcd. for [C;oH16BrN,0s]", 431.0237, found 431.0231.
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(E)-6-((4-bromophenyl)diazenyl)-8-methoxy-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP9-3162)

Br\©\
N - COOH

OMe

C17H11BrN,05s MW = 403.18 g.mol

Desired product was obtained as an bronze solid (0.175g, 62% vyield) from B111-IV (E)-ethyl 6-((4-
bromophenyl)diazenyl)-8-methoxy-2H-chromene-3-carboxylate (0.3 g, 0.7 mmol) in 1:1 MeOH/(KOHaq 30%)
according to General Procedure 6 ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢ ) 6, : 8.85 (s, 1 H, CHCCO,H), 8.12 (d, J = 2 Hz, 1
H, ArH), 7.86 (d, J = 9 Hz, 2 H, ArH), 7.82 (d, J = 9 Hz, 2 H, ArH), 7.79 (d, J =9 Hz, 2 H, ArH), 7.79 (d, J = 2 Hz, 1 H,
CHOCH;), 4.03 (s, 3 H, OCHs) ; B¢ NMR (125.78 MHz, DMSO-d; ) 6. : 163.8, 155.8, 150.5, 147.9, 147.3, 146.2,
132.6, 125.2, 124.5, 119.8, 119.2, 118.7, 106.1, 56.4 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C;7H11BrN,Os]",
402.9924, found 4404.9909.

(E)-5-((4-bromophenyl)diazenyl)-2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde (161)

O

=~

OH

N+
|
/[ j OM
Br ©

C14H11BrN,03 MW = 335.15 g.mol™*

4 - Bromoaniline (3.44 g, 20 mmol, 1 equiv.), NaNO, (1.7 g, 24 mmol, 1.2 equiv.), 1:1 EtOH/HCI 12N (60 mL), 2-
hydroxy-4-methoxy-benzaldehyde (3.04 g, 10 mmol, 1 equiv.) was taken according to General Procedure 3.
Then the crude reaction was allowed to precipitate. The solid was filtrated and washed by cool ethanol and
ether. The filtrate was concentrated in vacuo then extracted with ethyl acetate (3x400 mL) and 1 M chlorhydric
acid solution. The product was get as a bronze solid after purification by silica gel column chromatography with
7:3 cyclohexane / ethyl acetate (5.9 g, 87% vield) ; ‘H NMR (500 MHz, CDCl3) & : 11.65 (s, 1 H, OH), 9.82 (s, 1 H,
CHO), 7.96 (s, 1 H, ArH), 7.75 (dd, J = 2 Hz, 6.5 Hz, 2 H, ArH), 7.62 (dd, J = 2 Hz, 6.5 Hz, 2 H, ArH), 6.65 (s, 1 H,
ArH), 4.06 (s, 3 H, OCHs) ; *C NMR (125.78 MHz, CDCl;) &, : 195.6, 166.6, 164.3, 151.9, 136.6, 132.6 (x2), 125.4,
124.6 (x2), 122.3, 114.5, 100.6, 57.0 ; HR-MS (ESI, m/z) [M-H] calcd. for [Ci4H10BrN,0;],, 332.9880, found
332.9876.
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(E)-ethyl 6-((4-bromophenyl)diazenyl)-7-methoxy-2H-chromene-3-carboxylate (150)

Br\©\
N mcooa
MeO o "0

Ci5H1,BrN,05s MW = 431.24 g.mol

B112-1l, (E)-5-((4-bromoph5nyl)diazenyl)-2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde (2.78 g, 8.31 mmol, 1 equiv.),
diethyl malonate (1.27 mL, 8.31 mmol, 1 equiv.) and piperidine (0.34 mL, 0.4 mmol, 40 mol%) was taken
together in 100 mL of absolute ethanol according to General Procedure 4. At the completion, the crude
reaction was concentrated in vacuo. Then an acid extraction in toluene (3 x 150 mL) with 2:1 water/acetic acid
was done to get the final pure product as bronze solid (2g, 56% yield) ; 'H NMR (500 MHz, CDCl;) 6, : 8.54 (s, 1
H, CHCCO,Et), 7.88 (s, 1 H, CHCN), 7.78 (dd, J = 2 Hz, 6.5 Hz, 2 H, ArH), 7.64 (dd, J = 2 Hz, 6.5 Hz, 2 H, ArH), 6.98
(s, 1 H, CHCO), 4.39 (g, 2 H, CH,CHs), 4.09 (s, 3H, OCHs), 1.39 (t, 3 H, CH,CHs) ; °C NMR (62.9 MHz, DMSO-d) &,
:163.2; 162.2; 159.0; 156.6; 151.7; 149.4; 139.9; 132.7 (x2); 126.3; 124.8 (x2); 117.5; 115.9; 111.4; 100.5; 62.1;
57.2; 14.5 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [Ci9H15BrN,Os]’, 431.0237, found 431.0231.

(E)-6-((4-bromophenyl)diazenyl)-7-methoxy-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP9-3164)

Br\©\
MeO o O

Ci7H1:BrN,05s MW = 403.18 g.mol™*
Desired product was obtained as a dark sienna solid (45 mg, 41% yield) from B111-Il (E)-ethyl 6-((4-
bromophenyl)diazenyl)-7-methoxy-2H-chromene-3-carboxylate (0.11 g, 0.26 mmol, 1 equiv.) in 1:1
Toluene/(KOHaqg 30%) according to General Procedure 6 ; '"H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6, : 8.79 (s, 1 H,
CHCCO,H), 8.08 (s, 1 H, ArH), 7.82 (m, 4 H, ArH), 7.37 (s, 1 H, CHOCHs), 4.09 (s, 3 H, OCHs) ; *C NMR (62.9 MHz,
DMSO-ds) 6c: 163.9, 161.4, 158.5, 156.4, 151.1, 149.1, 138.9, 132.6, 131.7, 125.0, 124.5, 121.3, 117.5, 115.7,
111.2, 100.8, 57.2 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C;;H1,BrN,0s], 402.9924, found 402.9939.
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(E)-ethyl 6-((4'-aminobiphenyl-4-yl)diazenyl)-7-methoxy-2-oxo0-2H-chromene-3-carboxylate (224)

HoN O

CpsHz:N305 MW = 443.45 g.mol”

An argon flushed (3x) mixture of 4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)aniline (0.557 g, 1.21 mmol, 1
equiv.), (E)-ethyl 6-((4-bromophenyl)diazenyl)-7-methoxy-2H-chromene-3-carboxylate (1.143 g, 2.65 mmol, 2.2
equiv.), K,CO; (0.83 g, 6 mmol, 5 equiv.) and tetrabutylammonium bromide (77 mg, 0.24 mmol, 20 mol%),
Pd(PPh3), (0.14 g, 0.12 mmol, 10 mol%.) was taken in 2:1 toluene/water according to General Procedure 5. At
the completion the mixture was extracted with 3 x 200 mL of ethyl acetate and 1 M KOH solution. Purification
was done by silica gel column chromatography cyclohexane / ethyl acetate / Et3N (1:1:0.1%). The pure product
was get as dark sienna solid in (283 mg, 63% vyield) ; 'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6,: 8.57 (s, 1 H, CHCCO,Et), 7.95
(dd, J=2Hz,j=7Hz, 2 H, ArH), 7.88 (s, 1H, CHCN), 7.67 (dd, J = 2 Hz, 6.5 Hz, 2 H, ArH), 7.48 (dd, J = 2 Hz, 6.5 Hz,
2 H, ArH), 6.98 (s, 1 H, CHO), 6.76 (dd, J = 2 Hz, 6.5 Hz, 2 H, ArH), 4.39 (g, 2 H, CH,CHs), 4.10 (s, 3 H, OCHs), 1.39
(t, 3 H, CH,CHs) ; >C NMR (125.78 MHz, CDCl5) 6: 163.5, 162.1, 158.7, 156.7, 151.5, 149.6, 147.0, 144.5, 140.0,
130.2, 128.4 (x2), 127.0 (x2), 124.0 (x2), 117.4, 116.7, 115.6 (x2), 111.4, 100.4, 62.1, 57.2, 14.5 ; HR-MS (ESI,
m/z) [M+H]" : calcd. for [CysH,1N305]", 444.1554, found 444.1549.

(E)-6-((4'-aminobiphenyl-4-yl)diazenyl)-7-methoxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP9-4089)

HoN O

Cy3H17N3;05 MW = 415.40 g.mol

144-11 (0.11 g, 0.24 mmol, 1 equiv.) was taken in 7 mL of 1:1 Toluene/(KOHaq 30%) according to General
Procedure 6 to get the desired pure product as a dark sienna powder (48 mg, 48% vyield) ; 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds + a few drops of DCI) 64 : 8.73 (s, 1 H, CHCCO,H), 7.98 (s, 1 H, CHCN), 7.87 (m, 4 H, ArH), 7.85 (d, J =
8.5 Hz, 2 H, ArH), 7.52 (d, J = 8.5 Hz, 2 H, ArH), 7.24 (s, 1 H, CHCO), 4.03 (s, 3 H, OCHs) ; *C NMR (62.9 MHz,
DMSO-ds + a few drops of DCI) &.: 163.9; 161.5; 158.4; 156.9; 151.7, 149.5, 141.8, 139.3, 139.1, 131.11, 128.3
(x2), 128.0 (x2), 124.3 (x2), 123.6 (x2), 117.6, 15.3, 111.3, 100.8, 57.4 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for
[Cp3H1gN30s], 416.1241, found 416.1241.
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2-hydroxy-4-(methoxymethoxy)benzaldehyde (115)

J OO
~o" o OH

CoH1004 MW = 182.17 g.mol™*

To an argon refluxed (3x) mixture of 2,4-dihydroxybenzaldehyde (1.96 g, 14.22 mmol, 1 equiv.), K,CO; (5.9 g,
42.66 mmol, 3 equiv.) was added anhydre dioxane (45 mL), and chloro(methoxy)methane (1.26 g, 15.64 mmol,
1.1 equiv.). The mixture was stirred under 80 °C for 4 h. Then the crude reaction was extracted with
H,0/AcOEt. The product was obtained as a white solid after purification by silica gel column chromatography
with [gradient from 9:1 to 7:3] Cyclohexane/AcOEt (1.04g, 40% yield) ; 'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6, :11.34 (s, 1
H, OH), 9.72 (s, 1 H, CHO), 7.43 (d, 1 H, J = 8.5, CHCCHO), 6.63 (dd, 1 H, J = 2 Hz, 8.5 Hz, CHCOCH,CH,), 6.59 (d, 1
H, J = 2, CHCOH), 5.230 (s, 2 H, OCH,OCH;), 3.46 (s, 3 H, OCH,CHs) ; >C NMR (62.9 MHz, CDCl;) & : 194.8;
164.6; 164.4; 135.6; 116.2; 109.3; 103.7; 94.3; 36.7 ; HR-MS (ESI, m/z) [M-H] : calcd. for [CsHoO,4], 181.0506,
found 181.0495.

(E)-ethyl 6-((4-bromophenyl)diazenyl)-7-(methoxymethoxy)-2-oxo-2H-chromene-carboxylate (117)

Br\©\
N moooa
MOMO o O

CyoH1,BrN,05 MW = 461.26 g.mol™

4-Bromoaniline (0.69 g, 4 mmol, 1 equiv.), NaNO, (0.33 g, 4.8 mmol, 1.2 equiv.), 1:1 EtOH/HCI 12N (12 mL), 2-
hydroxy-4-(methoxymethoxy)benzaldehyde 115, (0.73 g, 4 mmol, 1 equiv.) was taken according to General
Procedure 3. Then the crude reaction was concentrated in vacuo and purified by silica gel column
chromatography with cyclohexane/AcOEt [gradient from 9:1 to 7:3]. The impure solid (0.82 g) of the desired
product and the begining reagent was getting (44% of desired product). The mixture was directly engaged into
the next step without further more purification. This intermediate (0.77 g, 2.93 mmol, 1 equiv.) was then taken
in diethyl malonate (0.54 mL, 3.52 mmol, 1.2 equiv.), piperidine (0.12 mL, 1.17 mmol, 40 mol%) and 40 mL of
absolute ethanol according to General Procedure 4. At the completion the mixture was concentrated in vacuo,
extracted with water and EtOAc (36 x 100 mL) then purified by silica gel column chromatography with
cyclohexane/AcOEt [gradient from 95/5 to 70:30]. Desired product was get as a bronze solid (69 mg, 12% yield)
; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 : 8.86 (s, 1 H, CHCCOOEt), 8.14 (s, 1 H, CHCN), 7.84 (d, 2 H, J = 9.0 HZ, ArH),
7.81(d, 2 H, J=9.0 HZ, ArH), 7.38 (s, 1 H, CHCOCH,CHs), 5.56 (s, 2 H, OCH,0CHjs), 4.39 (q, 2 H, J = 7.0 HZ,
CH,CHs), 3.48 (s, 3 H, OCH,CHs), 1.39 (t, 3 H, J = 7.0 HZ, CH,CHs) ; *C NMR (62.9 MHz, DMSO-dg) & : 162.4,
158.8, 157.9, 155.6, 151.1, 149.3, 139.5 (x2), 132.7, 125.3, 124.5 (x2), 118.0, 115.6, 112.1, 103.5, 95.3, 61.1,
56.4, 14.0.
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(E)-6-((4-bromophenyl)diazenyl)-7-hydroxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP9-5096)

Br\©\
HO o O

C16HoBrN,0s MW = 389.16 g.mol™*

To a solution of 117, (E)-ethyl 6-((4-bromophenyl)diazenyl)-7-(methoxymethoxy)-2-oxo-2H-chromene-
carboxylate (69 mg, 0.15 mmol) in EtOH (10 mL) was added NaOHaq 10% (10 mL). The mixture was stirred
under reflux for 2 h. The crude reaction was acidified with H,SO4.conc 95% (0.05 mol, pH = 1) then stirred
under 40 °C for 15 minutes. The mixture was then extracted with AcOEt (3x 200 mL) and 1 M solution of H,SO,.
The organic layer was then concentrated in vacuo and purified by silica gel column chromatography with
6:4:0.5% of DCM/AcOEt/AcOH. The pure product was obtained as a dark jungle green solid (55 mg, 94% vyield) ;
'H NMR (500 MHz, CDCI3) &, : 13.57 (s, 1 H, OH), 8.94 (s, 1 H, CHCCOOH), 8.33 (s, 1 H, CHCN), 7.78 (dd, 2 H, J =
2 Hz, 7.0 HZ, ArH), 7.70 (dd, 2 H, J = 2 Hz, 7.0 HZ, ArH), 7.03 (s, 1 H, CHCOH). BCc NMR (62.9 MHz, CDCI3) 6 :
164.0, 162.7, 160.6, 157.4, 151.2, 148.8, 136.2, 135.6, 133.3 (x2), 127.7, 124.3 (x2), 118.5, 112.3, 106.3. HR-MS
(ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C1¢HsBrN,OsNa]*, 410.9587, found 410.9589.
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Arylvinyl coumarins
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lll.1. Starting vinyl-[1,1'-biphenyl]-4-amine:

The 4'-ethynyl-[1,1'-biphenyl]-4-amine was synthesized by a sequence of procedures shown below:

ot O
= = =

/O
B
- OO
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4-iodo-4'-nitro-1,1'-biphenyl (86)

C1,HgINO, MW = 325.10 g.mol™

Biphenyl (30 g, 0.195 mol, 1 equiv.) and iodine (15 g, 0.059 mol, 30 mol%) was taken in acetic acid (20 mL).
Then conc. HNO3 (70%, 72 mL) was slowly added over 1 h within rigorous gaz formation, and the resulting
mixture was stirred for 1 h at 70 °C. The cooled reaction mixture was then poured into water (100 mL), and the
beige solid was filtered, washed with water, triturated in toluene 100 mL, filtrated and washed with toluene
(11.96 g, 27 % yield) ; "H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & : 8.31 (dd, 2 H, J = 2.0 HZ, J = 6.5 HZ, ArH), 7.96 (dd, 2 H, J
=2.0 HZ, J = 6.5 HZ, ArH), 7.90 (dd, 2 H, J = 2.0 HZ, J = 6.5 HZ, ArH), 7.60 (dd, 2 H, J = 2.0 HZ, J = 6.5 HZ, ArH) ; ©°C
NMR (62.9 MHz, DMSO-d;) 6¢:146.9, 145.5, 138.0 (x2), 137.3, 129.3 (x2), 127.7 (x2), 124.1 (x2), 96.0.

4'-iodo-[1,1'-biphenyl]-4-amine (79)

CioH1oIN MW = 295.12 g.mol”
80, 4-iodo-4'-nitrobiphenyl (14.65 g, 0.045 mol, 1 equiv.) was dissolved in acetic acid (80 mL) and Fe° powder
(7.55 g, 0.135 mol, 3 equiv.) was added slowly over 10 min to the refluxing solution. After heating for 15 min,
the solution was cooled to room temperature and poured into crushed ice. A pale yellow compound
precipitated form the solution (9.19 g, 70 % vyield) ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6, : 6.72 (br, 2 H, ArH), 7.33
(br, 4 H, ArH), 7.66 (br, 2 H, ArH).

4'-((trimethylsilyl)ethynyl)-[1,1'-biphenyl]-4-amine (78)

H2NTMS

Ci7H1gNSi MW = 265.42 g.mol”

A mixture of 4'-iodo-[1,1'-biphenyl]-4-amine (2.06 g, 6.98 mmol, 1 equiv.), ethynyltrimethylsilane (1.08 mL,
7.68 mmol, 1.1 equiv.), Cul (66 mg, 0.349 mmol, 5% equiv.) and PdCl,(PPhs), (147 mg, 0.209 mmol, 3% equiv.)
in dry triethylamine (33 ml) was heated at reflux for 16 h under argon. The reaction mixture was filtered over
Celite” and washed with EtOAc. The filtrate was evaporated in vacuo, the residue was purified by flash
chromatography on silica gel eluting with a mixture of Cyclohexane/EtOAc (9:1 to 4:6) to yield apricot solid
(1.63 g, 88% yield). Data matches literature values 203 14 NMR (250 MHz, CDCls) &, : 7.45 (m, 4 H, ArH), 7.395
(d, 2 H, J = 8.3 Hz, ArH), 6.72 (d, 2 H, J = 8.3 Hz, ArH), 3.73 (br, 2 H, NH,), 0.24 (s, 9 H, SiCHs) ; *C NMR (125.78
MHz, CDCl;) 6.: 145.4, 141.36, 132.6, 130.8, 128.1, 126.2, 121.0, 111.6, 105.5, 94.5, 0.3.
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4'-ethynyl-[1,1'-biphenyl]-4-amine (74)

WAL )=

CiH1sN MW = 193.24 g.mol™

A solution of 4'-((trimethylsilyl)ethynyl)-[1,1'-biphenyl]-4-amine (1.63 g, 6.14 mmol) and NaOH 10% (14.6 mL) in
methanol (61 mL) was refluxed during 16 h. After cooling, the reaction mixture was evaporated to dryness. The
residue was purified by flash chromatography on silica gel eluting with Cyclohexane:EtOAc (9:1 to 1:9) to yield
pale orange solid (1.02 g, 86% yield). Data matches literature values ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dj) &, : 7.56
(dd,2H,J=1.5,J=6.5,ArH), 7.46 (dd, 2 H, J= 1.5, J = 6.5, ArH), 7.40 (dd, 2 H, J = 1.5, J = 6.5, ArH), 6.65 (dd, 2
H,J=1.5,J=6.5, ArH), 5.31 (s, 2 H, NH,), 4.14 (s, 1 H, CH) ; >C NMR (125.78 MHz, DMSO-d,) 6. : 148.9; 141.0;
132.1 (x2); 127.2 (x2); 126.0; 125.2 (x2); 118.6; 114.1 (x2); 83.7; 80.6 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for
[C1aH1,N]", 194.0964, found 194.0963.

(E)-4'-(2-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)vinyl)-[1,1'-biphenyl]-4-amine (82)

/O
e et

CaoH24BNO, MW = 321.22 g.mol™

An agron fluxed (3x) solution of 74, 4'-ethynyl-[1,1'-biphenyl]-4-amine (0.6 g, 3.1 mmol, 1 equiv.) in anhydre
toluene (20 mL) and RuHCI(CO)(PPhs); (0.14 g, 0.15 mmol, 5% equiv.) was stirred for 5 minutes. Then 4,4,5,5-
Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolane (1.99 g, 15.5 mmol, 5 equiv.) was added. The mixture was stirred for 18 h at
50 °C. The crude reaction was concentrated in vacuo then extacted with Et,0 and satured solution of NaHCO;.
The organic layer was concentrated in vacuo and purified by silica gel column chromatography with 50:50
(Cyclohexane/AcOEt). The pure product was get as dark jungle green oil (0.86 g, 89 % yield) ; "H NMR (500 MHz,
CDCl3) &y : 7.56 (m, 4 H, ArH)7.49 (d, 2 H, J = 8.5, ArH), 7.30 (d, 1 H, J = 16.5, ArH), 6.64 (d, 2 H, J = 8.5, ArH),
6.10 (d, 1 H, J=16.5, CHCH), 5.27 (s, 2 H, NH,), 1.25 (s, 12 H, CH3COB), 1.16 (s, 12 H, CH3;COB) ; BCNMR (125.78
MHz, CDCls) 6. : 149.0, 148.7, 141.3, 134.2, 127.5 (x2), 127.0 (x2), 126.5, 125.3 (x2), 114.2 (x2), 82.9, 81.3,
73.5, 24.6, 24.4.
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111.2. Arylvinyl coumarin analogs
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(E)-2-ox0-6-styryl-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP16-2074)

CisH1,04 MW = 292.29 g.mol”
An argon fluxed (3x) solution of B49-l, Ethyl 6-iodo-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (0.2 g, 0.58 mmol, 1
equiv.,); K,CO; (0.4 g, 2.9 mmol, 5 equiv.); Pd(PPh3), (0.135 g, 0.116 mmol, 20 mol%,) in 4:1 THF/water ( 10 mL)
was stirred for 15 minutes. Then trans-2-phenylvinyl-boronic acid (0.112 g, 0.755 mmol, 1.3 equiv.) was added.

The mixture was refluxed for 12 h. The crude reaction was then concentrated in vacuo. The mixture was
acidified with a 1 M solution of HCl and extracted in Et,0 (2 x 100 mL) and AcOEt (2 x 100 mL). The organic layer
was dried over Na,SO,, concentrated in vacuo then precipitated in DCM / Pentane to get a solid which was
taken in 1:1 EtOH/KOHaq 1 M (10 mL) under reflux for 4 h. The crude reaction was then acidified with H,SO, 1
M. The yellow solid was filtrated and washed with few Et,0 to get the final pure product in (82 mg, 48% yield) ;
'H NMR (500 MHz, DMSO_dj) 6, : 8.71 (s, 1 H, CHCOOH), 8.10 (d, 1 H, J = 2 Hz, ArH), 7.99 (dd, 1 H, J= 2 Hz, J =
8.5 Hz, ArH), 7.62 (d, 2 H, J = 7.5 Hz, ArH), 7.46 (d, 1 H, J = 8.5 Hz, ArH), 7.41 (m, 2 H, ArH), 7.32 (s, 2H, CHCH),
7.29 (d, 1 H, J = 7.5 Hz, ArH) ; >C NMR (125.78 MHz, DMSO_d) 6. : 163.9, 156.6, 153.8, 148.1, 136.6, 134.0,
132.0, 129.5, 128.7 (x2), 127.3, 127.4, 126.5 (x2), 118.8, 188.2, 116.5 ; HR-MS (ESI, m/z) [M-H] : calcd. for
[C1gH1104], 291.0663, found 291.0664.

(E)-7-methoxy-2-oxo0-6-styryl-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP16-2077)

CioH1405 MW = 322.31 g.mol
An argon fluxed (3x) solution of B49-II, Ethyl 6-iodo-7-methoxy-2-oxo-2H chromene-3-carboxylate (0.8 g, 2.14
mmol, 1 equiv.,); K,CO; (1.48 g, 10.7 mmol, 5 equiv.); Pd(PPh3)4 (0.5 g, 0.43 mmol, 20 mol%,) in 4:1 THF/water
(20 mL) was stirred for 15 minutes. Then trans-2-phenyl vinyl boronic acid (0.32 g, 2.14 mmol, 1 equiv.) was

added. The mixture was refluxed for 12 h. The crude reaction was then concentrated in vacuo. The mixture was
acidified with a 1 M solution of H,SO,. The solid was filtrated (0.455 g) then was triturated in warm EtOH ( 70
mL) for 1 h under reflux. The yellow solid was then filtrated and washed with a few warm EtOH and Et,0 to get
the final pure product (67 mg, 10 % yield) ; *H NMR (500 MHz, CDCl3) &, : 12.82 (s, 1 H, COOH), 8.89 (s, 1 H,
CHCOOH), 7.85 (s, 1 H, ArH), 7.53 (d, 2 H, J = 8.5 Hz, ArH), 7.38 (d, 1 H, J = 7.5 Hz, ArH), 7.36 (d, 1 H, J = 8 Hz,
ArH), 7.35 (d, 1 HJ = 16.5 Hz, CHCH), 7.29 (m, 1 H, ArH), 7.15 (d, 1 H, J = 16.5 Hz, CHCH), 6.92 (s, 1 H, CHOCHj),
4.03 (s, 3 H, OCH;) ; *C NMR (125.78 MHz, CDCl;) 8. : 164.7, 163.6, 163.2, 156.5, 151.4, 137.1, 132.3, 129.0,
128.6, 127.4, 127.2, 127.1, 120.9, 112.5, 111.6, 99.2, 56.8. HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [CigH150s]",
323.0914, found 323.0928.
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(E)-ethyl 7-hydroxy-2-ox0-6-styryl-2H-chromene-3-carboxylate (128)

CpoH1505s MW = 336.34 g.mol*

An argon fluxed (3x) solution of B49-lll, ethyl 6-iodo-7-(methoxymethoxy)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate
(0.865 g, 2.14 mmol, 1 equiv.); K,CO; (1.48 g, 10.7 mmol, 5 equiv.); Pd(PPh;), (0.5 g, 0.43 mmol, 20 mol%) in 4:1
THF/water (20 mL) was stirred for 15 minutes. Then trans-2-phenyl vinyl boronic acid (0.32 g, 2.14 mmol, 1
equiv.) was added. The mixture was refluxed for 12 h. The crude reaction was then concentrated in vacuo. The
mixture was acidified with H,SO,.conc 95% (22 mmol, pH = 1), then stirred for 15 min at 40 °C. The solid was
filtrated then triturated in warm EtOH (70 mL) for 1 h under reflux. The yellow solid was then purified by silica
gel column chromatography (using gradient 8:2 to 4:6 of Cyclohexane/EtOAc) to get the final pure product
(112 mg, 15 % yield) ; *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6, : 11.40 (s, 1 H, OH), 8.67 (s, 1 H, CHCCO,Et), 8.18 (s, 1 H,
ArH), 7.57 (d, 2 H, J = 8.5 Hz, ArH), 7.40 (d, 1 H, J = 7.5 Hz, ArH), 7.39 (d, 1 H, J = 7.5 Hz, ArH), 7.36 (d, 1 H J =
16.5 Hz, CHCH), 7.28 (m, 1 H, ArH), 7.26 (d, 1 H, J = 16.5 Hz, CHCH), 6.81 (s, 1 H, CHOH), 4.26 (g9, /=7 Hz, 3 H,
CH,CH3), 1.30 (t, J = 7 Hz, 2 H, CH,CH3) ; Bc NMR (125.78 MHz, CDCl;) 6. : 162.8, 161.3, 156.2, 155.9, 149.3,
137.1,129.4, 128.8,128.4, 128.3, 128.2,127.7, 126.4,122.9, 121.6, 112.6, 110.7, 101.8, 60.8, 14.1.

(E)-6-(2-(4'-amino-[1,1'-biphenyl]-4-yl)vinyl)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP16-
2072)

CpH1sNO, MW = 383.40 g.mol™*
An argon fluxed solution of B49-I, Ethyl 6-iodo-2-oxo0-2H-chromene-3-carboxylate (0.2 g, 0.58 mmol, 1 equiv.);
K,CO; (0.4 g, 2.9 mmol, 5 equiv.); Pd(PPh3), (0.135 g, 0.116 mmol, 20 mol%) in 4:1 THF/water (10 mL), 82, (E)-
4'-(2-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)vinyl) [1,1'-biphenyl]-4-amine (0.134 g, 0.69 mmol, 1.2
equiv.) was refluxed for 12 h. The crude reaction was then concentrated in vacuo. The mixture was extracted

with water and AcOEt (3 x 100 mL). The organic layer was dried over Na,SO,, concentrated in vacuo then
precipitated in pentane to get a solid which was triturated in warm EtOAc. The beige solid was then filtrated
and washed with a few H,0 and Et,0 to get the final pure product as a yellow solid in (30 mg, 13% yield) ; H
NMR (500 MHz, DMSO_dg) 64 : 8.72 (s, 1 H, CHCOOH), 8.11 (d, 1 H, J = 2 Hz, ArH), 8.01 (dd, 1 H, J = 2.0 Hz, 8.5
Hz, ArH), 7.69 (s, 2 H, ArH), 7.48 (d, 1 H, J = 8.5 Hz), 7.35 (br, 1 H), 7.28 (br, 3 H), 7.10 (br, 3 H), 7.01 (br, 4 H) ;
BC NMR (62.9 MHz, DMSO-dg) 6. : 127.4, 127.4, 127.4, 126.3, 147.9, 131.8, 128.8, 127.1, 126.9, 125.9, 116.3 ;
HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C,,H14,0,Na’]’, 406.1050, found 406.1054.
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(E)-ethyl 6-(2-(4'-amino-[1,1'-biphenyl]-4-yl)vinyl)-7-methoxy-2-oxo0-2H-chromene-3-carboxylate (LSP16-
2085)

Co7H23sNOs MW = 441.48 g.mol™

An argon fluxed solution of B49-ll, Ethyl 6-iodo-7-methoxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (0.932 g, 2.49
mmol, 1 equiv.); K,CO;3 (1.728 g, 12.5 mmol, 5 equiv.); Pd(PPh3), (0.58 g, 0.5 mmol, 20 mol%) in 4:1 THF/water
(25 mL), 82, (E)-4'-(2-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)vinyl) [1,1'-biphenyl]-4-amine (0.134 g, 0.69
mmol, 1.2 equiv.) was refluxed for 12 h. The crude reaction was then concentrated in vacuo. The mixture was
extracted with water and AcOEt (3 x 100 mL). The organic layer was dried over MgSQO,, filtered through a pad of
celite® and concentrated in vacuo get the final product as a brown solid (0.305g, 69% yield) ; ‘H NMR (500 MHz,
CDCl;) 64 :8.54 (s, 1 H, CHCOOEt), 7.75 (s, 1 H, ArH), 7.54 (s, 4 H, ArH), 7.43 (d, 2 H, J= 8.5 Hz, ArH), 7.35(d, 1 H,
J=16.5Hz, CHCH), 7.12 (d, 1 H, J = 16.5 Hz, CHCH), 6.62 (s, 1 H, CHOCHs), 6.75 (d, 2 H, J = 8.5 Hz, CHCNH,), 4.39
(g, 2 H,J=7.5HZ, CH,CHs), 3.98 (s, 3 H, OCHs), 1.40 (t, 3 H, J = 7.5 HZ, CH,CH5).

(E)-ethyl 6-(2-(4'-amino-[1,1'-biphenyl]-4-yl)vinyl)-7-methoxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (LSP16-
2043)

CosH26N,0, MW = 454.52g.mol ™

An argon fluxed solution of A49-1V, 7-(diethylamino)-6-iodo-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (0.1 g, 0.26
mmol, 1 equiv.); Na,CO5 (0.372 g, 1.3 mmol, 5 equiv.); Pd(PPh3), (0.06 g, 0.05 mmol, 20 mol%) in 4:1 THF/water
(6 mL), 82, (E)-4'-(2-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)vinyl) [1,1'-biphenyl]-4-amine (0.1 g, 0.31
mmol, 1.2 equiv.) was refluxed for 12 h. The crude reaction was then concentrated in vacuo. The mixture was
extracted with sat. NH,Claq solution and Et,0 (2 x 100 mL) and DCM (2 x 100 mL). The organic layer was dried
over Na,SO,, concentrated in vacuo then purified by silica gel column chromatography (using 6:4:0.5%
DCM/ACOEt/AcOH) to get the final pure product as a yellow solid in (26 mg, 22% yield) ; "H NMR (500 MHz,
DMSO-d; + few drops of TFA-d) 6, : 8.54 (s, 1 H, CHCOOH), 8.08 (s, 1 H, ArH), 7.58 (s, 4 H, ArH), 7.40 (d, 2 H, J =
8.5 Hz, ArH), 7.15 (d, 2 H, J = 5.5 Hz, ArH), 6.99 (s, 1 H, ArH), 6.64 (d, 2 H, J = 8.5 Hz, ArH), 3.30 (g, 4 H, J = 7.0 HZ,
CH,CH3), 1.09 (t, 6 H, J = 7.0 HZ, CH,CH3) ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C2/8H27N204]+, 453.1820, found
455.1984
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11.3. Arylethylnyl coumarins
General Procedure 7: Synthesis of Arylethylnyl coumarin by Sonogashira coupling.

Using a procedure of Rozhkov and co-workers, iodocoumarin derivatives (0.25 mmol, 1 equiv.), alkyne
(0.5 mmol, 2 equiv.), bis(diphenylphosphino)palladium dichloride (0.0125 mmol, 5% equiv.), Cul (0.025 mmol,
10% equiv.) and NEt; (2 mmol, 8 equiv.) were dissolved in 2 mL of DMF and stirred at r.t. for 16 h (unless noted
otherwise). Progress of the reaction was monitored by TLC using CH,Cl,-MeOH 10:1 mixture as eluent. Upon
completion of the reaction, solvent was evaporated in vacuo and solid residue was purified by flash
chromatography using CH,Cl,-EtOAc step gradient solvent system as an eluent. The following new compounds

were prepared using this procedure.
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2-0x0-6-(phenylethynyl)-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP17-1044)

NV
X l N COOH
o "0

CisH1004 MW = 290.27 g.mol*
According to General Procedure 7, 6-iodo-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (0.1 g, 0.31 mmol, 1 equiv.) in
DMF (2.5 mL) was reacted with phenylacetylene (70 pL, 0.63 mmol, 2 equiv.), bis(diphenylphosphino)palladium
dichloride (11 mg, 0.158x10”° mmol, 5% equiv.), Cul (6 mg, 0.316x10”° mmol, 10% equiv.) and NEt3 (0.35 mL,
2.53 mmol, 8 equiv.) which, after column chromatography (90% CH,Cl,, 10% MeOH), gave the phenylethynyl
coumarin (0.100 g, 77% yield) as a brown solid ; 'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6, : 8.90 (s, 1 H, CHCCO,H), 7.88 (s, 1
H, CH), 7.87 (dd, 1 H, J = 2.5 Hz, 7.5 Hz, ArH), 7.53 (m, 2 H, ArH), 7.46 (d, 1 H, J = Hz); 7.37 (m, 3 H, ArH) ; °C
NMR (62.9 MHz, DMSO-dg) 6. : 163.8, 162.3, 154.0, 151.0, 138.6, 133.1, 131.9 (x2), 129.3, 128.7 (x2), 122.3,

118.7, 117.7 (x2), 115.8, 91.2, 86.5 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [CigH110,]°, 291.0652, found
291.0657.

7-methoxy-2-oxo0-6-(phenylethynyl)-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP17-1046)
| X
AN N COOH
MeO l o 0

C19H1,05 MW = 320.30 g.mol™

According to General Procedure 7, 6-iodo-7-methoxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (0.1 g, 0.28 mmaol,
1 equiv.) in DMF (2.3 mL) was reacted with phenylacetylene (64 puL, 0.58 mmol, 2 equiv.),
bis(diphenylphosphino)palladium dichloride (10 mg, 0.144x10° mmol, 5% equiv.), Cul (5.5 mg, 0.289x10°
mmol, 10% equiv.) and NEt; (0.322 mL, 2.31 mmol, 8 equiv.) which, after column chromatography (90% CH,Cl,,
10% MeOH), gave the phenylethynyl coumarin (0.067 g, 73% yield) as a brown solid ; "H NMR (500 MHz, CDCl5)
6y :13.11 (br, 1 H, OH), 8.70 (s, 1 H, CHCCO,H), 8.07 (s, 1 H, CH), 7.53 (dd, 2 H, J = 2.0, 7.5 Hz, ArH), 7.43 (m, 3
H, ArH), 7.20 (s, 1 H, ArH), 3.99 (s, 3 H, OCHs) ; "*C NMR (62.9 MHz, DMSO-ds) & : 164.1, 163.9, 156.7, 156.6,
148.1, 134.2, 131.2 (x2), 128.8, 128.7 (x2), 122.1, 114.9, 111.4, 109.3, 99.4, 93.3, 84.0, 57.0 ; HR-MS (ESI, m/z)
[M-H] : calcd. for [C19H1105], 319.0612, found 319.0606.
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7-(diethylamino)-2-oxo0-6-(phenylethynyl)-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP17-1042)

(Et)N

X
AN l N COOH
Oo” "0

CpH1sNO, MW = 361.31 g.mol™*

According to General Procedure 7, Ethyl 7-hydroxy-6-iodo-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (0.1 g, 0.26
mmol, 1 equiv.) in DMF (2.3 mL) was reacted with phenylacetylene (56 pL, 0.52 mmol, 2 equiv.),
bis(diphenylphosphino)palladium dichloride (9 mg, 0.129x10° mmol, 5% equiv.), Cul (4.9 mg, 0.258x10”° mmol,
10% equiv.) and NEt; (0.288 mL, 2.06 mmol, 8 equiv.) which, after column chromatography (90% CH,Cl,, 10%
MeOH), gave the phenylethynyl coumarin (0.031 g, 32% vyield) as a brown solid ; 'H NMR (500 MHz, CDCls) 64 :
12.79 (br, 1 H, OH), 8.59 (s, 1 H, CHCCO,H), 7.97 (s, 1 H, CH), 7.52 (dd, 2 H, J = 2.0, 7.8 Hz, ArH), 7.42 (m, 3 H,
ArH), 6.74 (s, 1 H, ArH), 3.67 (g, 4 H, J = 7.0 Hz, NCH,CHs), 1.22 (t, 6 H, J = 7.0 Hz, NCH,CHs) ; *C NMR (62.9
MHz, DMSO-d;) 6.:164.1, 157.7, 156.3, 154,5, 148.1, 137.7, 130.8 (x2), 128.7 (x2), 128.5, 122.4,111.3, 109.1,
106.9, 100.8, 92.4, 88.1, 45.3 (x2), 12.9 (x2) ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C,,H,00.N]", 362.1387, found
362.1385.

Ethyl 7-hydroxy-2-oxo0-6-(phenylethynyl)-2H-chromene-3-carboxylate (252)
| NN
A l X COOEt
HO O (@]

CyoH1405 MW = 334.32 g.mol

According to General Procedure 7, ethyl 7-hydroxy-6-iodo-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (0.150 g, 0.41
mmol, 1 equiv.) in DMF (3.5 mL) was reacted with phenylacetylene (91 upL, 0.83 mmol, 2 equiv.),
bis(diphenylphosphino)palladium dichloride (14 mg, 0.208x10° mmol, 5% equiv.), Cul (7.9 mg, 0.416x10°
mmol, 10% equiv.) and NEt; (0.464 mL, 3.33 mmol, 8 equiv.). The reaction mixture was stirred at room
temperature before quenching by water. The aqueous mixture was extracted with CH,Cl,, dried over MgSO,
and concentrated in vacuo which, after column chromatography (90% CH,Cl,, 10% MeOH), gave the
phenylethynyl coumarin (0.066 g, 47% vyield) as a brown solid ; '"H NMR (500 MHz, CDCls) &, : 8.90 (s, 1 H,
CHCCO,Et), 8.24 (s, 1 H, OH), 7.94 (d, 2 H, J = 7.0 Hz, ArH), 7.81 (s, 1 H, CH), 7.63 (s, 1 H, CH), 7.55 (m, 2 H, ArH),
7.46 (m, 1 H, ArH), 4.31(q, 2 H, J= 7.1 Hz, CH,CH3), 1.32 (t, 3 H, J = 7.1 Hz, CH,CH3) ; BCNMR (62.9 MHz, DMSO-
dg) 6¢:162.5,157.2,157.0, 155.9, 152.5, 149.3, 129.2, 128.9 (x2), 128.6, 126.4, 124.6 (x2), 122.3, 115.2, 114.5,
101.4, 98.8, 60.9, 13.8.

257



7-hydroxy-2-oxo-6-(phenylethynyl)-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP17-1177)

NV
A l N COOH
HO (OJN©)

C1sH1005 MW = 306.27 g.mol*

A solution of ethyl 7-hydroxy-2-oxo-6-(phenylethynyl)-2H-chromene-3-carboxylate (60 mg, 0.18 mmol) and
NaOH 10% (0.3 mL) in ethanol (1 mL) was refluxed during 16 h. After cooling, the reaction mixture was
evaporated to dryness; the residue was dissolved in water and acidified with diluted hydrochloric acid (pH 1 -
2). The precipitate was filtered, washed with ethanol to give the title compound (40 mg, 74% yield) as a brown
solid ; "H NMR (500 MHz, CDCl3) &, : 8.89 (s, 1 H, CHCCO,Et), 8.21 (s, 1 H, OH), 7.95 (dd, 2 H, J = 1.6, 8.3 Hz,
ArH), 7.80 (s, 1 H, CH),7.61 (s, 1H, CH),7.54 (t, 2H,J=7.8 Hz, ArH), 7.45 (t, 1 H, J = 7.4 Hz, ArH) ; C NMR (62.9
MHz, DMSO-dg) &6.: 164.0, 157.4, 157.1, 156.9, 152.6, 149.3, 129.4, 129.1 (x2), 128.3, 124.8 (x2), 122.4, 116.1,
114.9, 101.6, 99.0 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C1gH1;05]", 307.0601, found 306.0611.

6-((4'-amino-[1,1'-biphenyl]-4-yl)ethynyl)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP17-1125)

HoN

Cy4H1sNO, MW = 381.38 g.mol™*

According to General Procedure 7, 6-iodo-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (0.2 g, 0.64 mmol, 1 equiv.) in
DMF (5 mL) was reacted with 4'-ethynyl-[1,1'-biphenyl]-4-amine (0.146 g, 0.76 mmol, 1.2 equiv.),
bis(diphenylphosphino)palladium dichloride (22 mg, 0.032x10” mmol, 5%), Cul (12 mg, 0.063x10° mmol, 10%
equiv.) and NEt; (0.705 mL, 5.06 mmol, 8 equiv.). Water was added to the reaction mixture; the residue was
filtered and washed with DCM, MeOH and Et,0 to give the title compound (0.070 g, 29% yield) as a brown solid
; 'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & : 8.72 (s, 1 H, CHCCO,H), 8.11 (d, 1 H, J = 1.5 Hz CHCC), 7.83 (m, 3 H, ArH),
7.74 (d, 2 H, J = 8.0 Hz ArH), 7.66 (m, 3 H), 7.48 (d, 3 H, J= 8.5 Hz ArH), 7.45 (d, 1 H, J = 9.0 Hz, ArH) ; °C NMR
(62.9 MHz, DMSO-dg) 6¢: 169.3, 164.0, 156.6, 154.7, 148.0, 139.7, 139.5, 137.0, 133.4, 133.1, 132.4, 131.2,
128.5,128.4,127.5,127.4,124.3,121.9, 119.5, 119.1, 118.7, 117.2, 89.8, 88.9.
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6-((4'-amino-[1,1'-biphenyl]-4-yl)ethynyl)-7-methoxy-2-oxo0-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP17-1127)

H,N

CpsHi;NOs MW = 411.41 g.mol™*

According to General Procedure 7, 6-iodo-7-methoxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (0.2 g, 0.58 mmaol,
1 equiv.) in DMF (4.6 mL) was reacted with 4'-ethynyl-[1,1'-biphenyl]-4-amine (0.134 g, 0.69 mmol, 1.2 equiv.),
bis(diphenylphosphino)palladium dichloride (20 mg, 0.029x10° mmol, 5% equiv.), Cul (11 mg, 0.058x10°
mmol, 10% equiv.) and NEt; (0.644 mL, 4.62 mmol, 8 equiv.). Water was added to the reaction mixture; the
residue was filtered and washed with DCM, MeOH and Et,0 to give the title compound (0.145 g, 61% yield) as a
brown solid ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 64 : 8.05 (s, 1 H, CHCCO,H), 7.60 (m, 6 H, ArH), 7.51 (d, 2 H, J= 8.5
Hz, ArH), 7.43 (d, 2 H, J = 6 Hz, ArH), 7.19 (s, 1 H, CHCOCHs), 6.64 (s, 2 H, NH,), 3.99 (s, 3 H, OCH;) ; HR-MS (ESI,
m/z) [M+H]" : calcd. for C,5HsNOs, 412.1179, found 412.1189.

6-((4'-amino-[1,1'-biphenyl]-4-yl)ethynyl)-7-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP17-
1126)

HoN

CasH24N,04, MW = 452.50 g.mol*

According to General Procedure 7, ethyl 7-hydroxy-6-iodo-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (0.2 g, 0.56
mmol, 1 equiv.) in DMF (4.1 mL) was reacted with 4'-ethynyl-[1,1'-biphenyl]-4-amine (120 mg, 0.62 mmol, 1.2
equiv.), bis(diphenylphosphino)palladium dichloride (18 mg, 0. 03 x10° mmol, 5% equiv.), Cul (10 mg,
0.056x10 mmol, 10% equiv.) and NEt; (0.576 mL, 4.13 mmol, 8 equiv.). Water was added to the reaction
mixture; the residue was filtered and washed with DCM, MeOH and Et,0 to give the title compound (0.22 g,
95% yield) as a brown solid ; *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &, : 8.62 (br, 1 H, CHCCO,H), 7.96 (s, 1 H, CH), 7.60
(d,2H,J=8.4Hz, ArH), 7.49 (d, 2 H, J = 7.7 Hz, ArH), 7.41 (d, 2 H, J = 8.6 Hz, ArH), 6.74 (s, 1 H, CHCN), 7.41 (d, 2
H, J=8.3 Hz, ArH), 3.70 (g, 4 H, J = 6.9 Hz, NCH,CH;), 1.25 (t, 6 H, J = 6.9 Hz, NCH,CHs) ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]"
: calced. for Cy5H,504N,, 453.1809, found 453.1814.
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Ethyl-6-((4'-amino-[1,1'-biphenyl]-4-yl)ethynyl)-7-hydroxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (253)

HoN

Co6H1sNOs MW = 425.43 g.mol™
According to General Procedure 7, ethyl 7-hydroxy-6-iodo-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (0.15 g, 0.42
mmol, 1 equiv.) in DMF (3.3 mL) was reacted with 4'-ethynyl-[1,1'-biphenyl]-4-amine (96 mg, 0.51 mmol, 1.2
equiv.), bis(diphenylphosphino)palladium dichloride (15 mg, 0.021x10* mmol, 5% equiv.), Cul (8 mg, 0.042x10°
* mmol, 10% equiv.) and NEt; (0.464 mL, 3.33 mmol, 8 equiv.). ). Water was added to the reaction mixture; the

residue was filtered. The filtrate was concentrated in vacuo then washed with DCM, MeOH and Et,0 to give the
title compound (0.112 g, 63% yield) as a brown solid ; 'H NMR (500 MHz, CDCls) 6, : 8.88 (s, 1 H, CHCCO,H),
8.19 (s, 1 H, OH), 7.91 (d, 2 H, J = 8.4 Hz, ArH), 7.79 (s, 1 H, CH), 7.70 (d, 2 H, J = 8.3 Hz, ArH), 7.56 (s, 1 H, CHCO),
7.46 (d, 2 H, J = 8.2 Hz, ArH), 6.66 (d, 2 H, J = 8.4 Hz, ArH), 5.14 (s, 2 H, NH,), 4.30 (g, 2 H, J = 7.1 Hz, CH,CHs),
1.32 (t, 3 H, J = 7.1 Hz, CH,CHs) ; >C NMR (62.9 MHz, DMSO-d¢) & : 162.8, 157.7, 157.3, 156.2, 152.7, 149.7,
149.0, 141.6, 132.9, 127.2 (x2), 126.9, 126.1, 126.0, 125.7 (x2), 125.4 (x2), 122.2, 115.4, 114.7, 114.3, 100.9,
99.0, 61.2, 14.2.

6-((4'-amino-[1,1'-biphenyl]-4-yl)ethynyl)-7-hydroxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP17-1173)

H,N

Cy4H1sNOs MW = 397.38 g.mol™*
A solution of ethyl-6-((4'-amino-[1,1'-biphenyl]-4-yl)ethynyl)-7-hydroxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (60
mg, 0.18 mmol) and NaOH 10% (0.3 mL) in ethanol (1 mL) was refluxed during 16 h. After cooling, the reaction
mixture was evaporated to dryness; the residue was dissolved in water and acidified with diluted hydrochloric

acid (pH 1 - 2). The precipitate was filtered, washed with ethanol to give the title compound (0.11 g, 74%,
contaminated with NH,Cl) as a brown solid ; '"H NMR (500 MHz, CDCl3) 64: 8.90 (s, 1 H, CHCCO,H), 8.20 (s, 1 H,
OH), 7.92 (d, 2 H, J=8.6 Hz, ArH), 7.79 (s, 1 H, CH), 7.71 (d, 2 H, J = 8.4 Hz, ArH), 7.57 (s, 1 H, CHCO), 7.47 (d, 2
H, J=8.7 Hz, ArH), 6.67 (d, 2 H, J = 8.3 Hz, ArH) ; BCNMR (62.9 MHz, DMSO-d¢) 6¢:162.0, 157.6, 157.1, 157.0,
152.6, 149.4, 148.8, 141.5, 127.2 (x2), 126.8, 126.1, 125.9, 125.6 (x2), 125.3 (x2), 122.1, 115.9, 114.8,
114.2(x2), 100.8, 98.9.
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11.4. Aryl-triazol coumarins
General Procedure 8: Synthesis of Aryltriazol coumarin by click chemistry.

Azidocoumarin derivatives (1.5 mmol, 1 equiv.), alkyne (1.8 mmol, 1.2 equiv.), and Cul (0.025 mmol,
10% equiv.) were dissolved in 3 mL of degassed DMSO and stirred at 60 °C for 16 h (unless noted otherwise)
under argon. Upon completion of the reaction, water was added and the resulting suspension was removed by
filtration. The residue was successively washed with water, DCM and Et,0 then dried to give the title
compound. If the residue is soluble with respect to the solvent system, the solid was purified by flash
chromatography using CH,Cl,-MeOH step gradient solvent system as an eluent. The following new compounds
were prepared using this procedure.
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Ethyl 2-ox0-6-(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2H-chromene-3-carboxylate (254)
N=N
%NmCOOEt
o 0O

CroH15N304 MW = 361.35 g.mol”

According to General Procedure 8, ethyl 6-azido-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (0.4 g, 1.54 mmol, 1 equiv.)
in DMSO (3 mL) was reacted with phenylacetylene (0.204 mL, 1.85 mmol, 1.2 equiv.), and Cul (29 mg, 0.154
mmol, 10% equiv.) which, after column chromatography (90% CH,Cl,, 10% MeOH), gave the phenyltriazol
coumarin in quantitative yield (0.56 g) as brown a solid ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 64 : 9.30 (s, 1 H,
CHCCO,Et), 8.83 (s, 1 H, CHN), 8.54 (d, 1 H, J = 2.7 Hz, CHCN), 8.25 (dd, 1 H, J = 2.7, 8.9 Hz, CHCN), 7.94 (d, 2 H, J
=7.7 Hz, ArH), 7.77 (d, 1 H, J = 9.0 Hz, CHCO), 7.51 (t, 2 H, J = 7.6 Hz, ArH), 7.40 (t, 1 H, J = 7.4 Hz, ArH), 4.32 (q,
2 H, J = 7.1 Hz, CH,CH3), 1.33 (t, 3 H, J = 7.1 Hz, CH,CH;) ; °C NMR (62.9 MHz, DMSO-d¢) 6 : 162.2, 155.5,
153.8, 147.7, 147.4, 132.9, 129.9, 129.0 (x2), 128.3, 125.7, 125.3 (x2), 121.0, 119.8, 119.1, 118.5, 117.7, 61.3,
14.0 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]+ : calcd. for [C20H16N3O4]+, 362.1135, found 362.1140.

2-0x0-6-(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP17-1100)
N=N
%NmCOOH
o ~O

C1sH1:N;0, MW = 333.30 g.mol

To a solution of ethyl 2-ox0-6-(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2H-chromene-3-carboxylate (0.35 g, 0.485 mmol)
in DCM (1 mL) was added TFA (0.883 mL) and the reaction mixture was stirred at room temperature during 16
h. The reaction mixture was evaporated to dryness; the residue was dissolved in water and acidified with
diluted hydrochloric acid (pH 1 - 2). The precipitate was filtered, washed with ethanol to give the title
compound (0.32 g, quantitative yield) as a brown solid ; '"H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 64 : 9.30 (s, 1 H,
CHCCO,H), 8.79 (s, 1 H, CHN), 8.52 (d, 1 H, J = 2.6 Hz, CHCN), 8.24 (dd, 1 H, J= 2.7, 9.0 Hz, CHCN), 7.94 (d, 2 H, J
=7.7 Hz, ArH), 7.70 (d, 1 H, J = 9.0 Hz, CHCO), 7.51 (t, 2 H, J=7.9 Hz, ArH), 7.40 (t, 1 H, J = 7.3 Hz, ArH) ; 3CNMR
(62.9 MHz, DMSO-ds) 6. : 163.7, 156.1, 153.8, 147.5, 147.1, 133.0, 130.0, 129.0, 128.3 (x2), 125.6, 125.3 (x2),
121.0,121.0, 119.9, 118.7, 117.8.

Ethyl 7-methoxy-2-0x0-6-(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2H-chromene-3-carboxylate (258)

N:N
\
%NmCOOEt
MeO o o

C16HoBrN,Os MW = 389.16 g.mol™*

According to General Procedure 8, ethyl 6-azido-7-methoxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (0.3 g, 1.03
mmol, 1 equiv.) in DMSO (2 mL) was reacted with phenylacetylene (0.136 mL, 1.24 mmol, 1.2 equiv.), and Cul
(19.7 mg, 0.103 mmol, 10%) which, gave the phenyltriazol coumarin as a brown solid (0.212 g, 52% vyield) ; H
NMR (500 MHz, DMSO-dg) &5 : 8.97 (s, 1 H, CHCCO,Et), 8.83 (s, 1 H, CHN), 8.32 (s, 1 H, CHCN), 7.95 (d, 2 H, J =
8.0 Hz, ArH), 7.49 (t, 2 H, J = 7.7 Hz, ArH), 7.45 (s, 1 H, CHCO), 7.94 (t, 1 H, J=7.6 Hz, ArH), 430 (q, 2 H,J=7.1
Hz, CH,CHs), 4.01 (s, 3 H, OCHs), 1.31 (t, 3 H, J = 7.1 Hz, CH,CHs) ; °C NMR (62.9 MHz, DMSO-dg) & : 162.3,
156.8, 156.6, 155.5, 148.2, 146.2, 129.9, 128.9 (x2), 127.9, 126.9, 125.3 (x2), 123.3, 123.0, 114.9, 110.9, 100.6,
60.9, 57.3, 13.8 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C;6H10N,05]", 392.1241, found 392.1245.
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7-methoxy-2-0x0-6-(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2H-chromene-3-carboxylic-acid (LSP17-1116)

N:N
\
%NmCOOH
MeO o O
C19H13N305 MW = 363.32 g.mol”

A solution of ethyl 7-methoxy-2-oxo0-6-(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2H-chromene-3-carboxylate (100 mg,
0.25 mmol) and NaOH 10% (0.384 mL) in ethanol (0.084 mL) was refluxed during 16 h. After cooling, the
reaction mixture was evaporated to dryness; the residue was dissolved in water and acidified with diluted
hydrochloric acid (pH 1 - 2). The precipitate was filtered, washed with ethanol to give the title compound (58
mg, 63%, contaminated with NH,Cl) as a brown solid ; '"H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6, : 8.96 (s, 1 H,
CHCCO,Et), 8.80 (s, 1 H, CHN), 8.30 (s, 1 H, CHCN), 7.94 (d, 2 H, J = 8.0 Hz, ArH), 7.49 (t, 2 H, J = 7.8 Hz, ArH),
7.44 (s, 1 H, CHCO), 7.38 (t, 1 H, J = 7.3 Hz, ArH), 4.00 (s, 3 H, OCHs) ; BC NMR (62.9 MHz, DMSO-dg) 6 : 163.8,
156.8, 156.7, 156.3, 148.1, 146.4, 130.1, 128.9 (x2), 128.1, 127.1, 125.3 (x2), 123.5, 123.1, 115.7, 111.2, 100.7,
57.4.

7-(diethylamino)-2-ox0-6-(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP17-1153)

N:N
\
%NmCOOH

(Et),N 0" o

CpoHz0N.04 MW = 404.42 g.mol

According to General Procedure 8, 6-amino-7-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (0.100 g, 0.33
mmol, 1 equiv.) in DMSO (0.6 mL) was reacted with phenylacetylene (0.043 mL, 0.39 mmol, 1.2 equiv.), and Cul
(6.3 mg, 0.033 mmol, 10% equiv.) which, gave the phenyltriazol coumarine as a brown solid (0.06 g, 45% yield) ;
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 64, : 8.92 (s, 1 H, CHCCO,Et), 8.64 (br, 1 H, CHN), 7.95 (s, 1 H, CHCN), 7.93 (d, 2 H, J
=7.5Hz, ArH), 7.48 (t, 2 H, J = 7.7 Hz, ArH), .48 (t, 1 H, J = 7.5 Hz, ArH), 7.10 (s, 1 H, CHCO), 2.94 (q, 4 H, J = 7.2
Hz, NCH,CH3), 0.94 (t, 6 H, J = 7.1 Hz, NCH,CHs) ; BCc NMR (62.9 MHz, DMSO-d¢) 6.:164.1, 157.1, 156.6, 156.3,
150.2, 147.8, 146.9, 130.2, 130.2, 129.0 (x2), 128.2, 125.4 (x2), 124.7, 123.7, 110.4, 105.8, 45.1 (x2), 12.2 (x2) ;
HR-MS (ESI, m/z) [M+H]" : calcd. for [C»,H,1N404]", 405.1557, found 405.1574.
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Ethyl-6-(4-(4'-amino-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (259)

N:N
\
H2N NmCOOEt
oo

Co6H20N204 MW = 452.46 g.mol”

According to General Procedure 8, B53-I ethyl 6-azido-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (0.800 g, 3.08 mmol,
1 equiv.) in DMSO (7 mL) was reacted with 4'-ethynyl-[1,1'-biphenyl]-4-amine (0.716 mL, 3.70 mmol, 1.2
equiv.), and Cul (59 mg, 0.308 mmol, 10% equiv.) which gave the phenyltriazol coumarin as a brown solid (1.23
g, 87% vyield) ; "H NMR (500 MHz, DMSO-dg + few drops of TFA-d) 6, : 9.29 (s, 1 H, CHCCO,Et), 8.77 (s, 1 H, CHN),
8.49(d, 1 H,J=2.5Hz, CHCN), 8.23 (dd, 1 H, J= 2.5, 9.0 Hz, CHCN), 8.02 (d, 2 H, J=8.0 Hz, ArH), 7.83 (d, 2 H, J =
8.4 Hz, ArH), 7.79 (d, 2 H, J = 8.4 Hz, ArH), 7.62 (d, 1 H, J = 9.0 Hz, CHCO), 7.48 (t, 2 H, /= 8.5 Hz, ArH), 4.28 (q, 2
H,J=7.1Hz, CH,CH;), 1.29 (t, 3 H, J = 7.1 Hz, CH,CH3) ; C NMR (62.9 MHz, DMSO-d¢ + few drops of TFA-d) 6 :
162.5, 155.8, 154.2, 147.9, 147.3, 140.1, 138.8, 133.3, 133.2, 130.8, 129.9, 128.3, 128.1, 127.5, 127.3, 126.2,
125.8, 124.1, 124.1, 121.1, 120.0, 119.3, 118.8, 117.9, 61.5, 13.9 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]+ : calcd. for
[C26H21N404]", 453.1557, found 453.1571.

6-(4-(4'-amino-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP17-1115)

N:N
\
H2N chow
o "0

Cy4H16N,04 MW = 424.41 g.mol™

A solution of ethyl-6-(4-(4'-amino-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate
(0.186 g, 0.411 mmol) and NaOH 10% (0.6 mL) in ethanol (0.6 mL) was refluxed during 16 h. After cooling, the
reaction mixture was evaporated to dryness; the residue was dissolved in water and acidified with diluted
hydrochloric acid (pH 1 - 2). The precipitate was filtered, washed with ethanol to give the title compound
(0.165 g, 95% yield) as a brown solid ; "H NMR (500 MHz, DMSO-d + few drops of TFA-d) &, : 9.29 (s, 1 H,
CHCCO,Et), 8.77 (s, 1 H, CHN), 8.49 (d, 1 H, J = 2.5 Hz, CHCN), 8.23 (dd, 1 H, J = 2.5, 9.0 Hz, CHCN), 8.02 (d, 2 H, J
= 8.0 Hz, ArH), 7.83 (d, 2 H, /= 8.4 Hz, ArH), 7.79 (d, 2 H, J = 8.4 Hz, ArH), 7.62 (d, 1 H, J = 9.0 Hz, CHCO), 7.48 (t,
2 H,J=8.5Hz, ArH), 4.28 (q, 2 H, J= 7.1 Hz, CH,CH3), 1.29 (t, 3 H, /= 7.1 Hz, CH,CH3).
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ethyl 6-(4-(4'-amino-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-7-methoxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate
(260)

N:N
\
H2N N mCOOEt
MeO o (@]

Cy7HzN,05 MW = 482.49 g.mol”

According to General Procedure 8, B53-Il Ethyl 6-azido-7-methoxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (0.32 g,
1.1 mmol, 1 equiv.) in DMSO (2.2 mL) was reacted with 4'-ethynyl-[1,1'-biphenyl]-4-amine (0.256 g, 1.32 mmol,
1.2 equiv.), and Cul (21 mg, 0.110 mmol, 10% equiv.) which gave the phenyltriazol coumarin as a brown solid
(0.462 g, 86% yield) ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 : 8.96 (s, 1 H, CHCCO,Et), 8.84 (s, 1 H, CHN), 8.33 (S, 1 H,
CHCN), 7.94 (d, 2 H, J = 8.5 Hz, ArH), 7.67 (d, 2 H, J = 8.5 Hz, ArH), 7.47 (s, 1 H, OCHs), 7.45 (d, 2 H, J = 8.5 Hz,
ArH), 6.67 (d, 2 H, J = 8.5 Hz, ArH), 4.31 (g, 2 H, J= 7.5 Hz, CH,CH3), 4.02 (s, 3 H, J=7.0 Hz, OCH3), 1.32 (t,3 H, J =
7 Hz, CH,CHs) ; B¢ NMR (125.78 MHz, DMSO-d;) 6. : 162.5, 157.0, 156.8, 155.8, 148.5, 146.4, 140.3, 132.8,
127.4, 127.1, 126.9, 125.7 (x2), 125.7 (x2), 125.3, 123.3, 123.1, 115.1, 114.4, 114.4, 114.3, 111.1, 100.8, 61.1,
57.5, 14.0.

6-(4-(4'-amino-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-7-methoxy-2-oxo0-2H-chromene-3-carboxylic acid
(LSP17-1124)

N:N
\
MeO o ~O

CysH1N,05s MW = 454.43 g.mol”
A solution of 155-Il, ethyl 6-(4-(4'-amino-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-7-methoxy-2-oxo-2H-
chromene-3-carboxylate (0.440 g, 0.912 mmol) and NaOHaq 10% (1.40 mL) in ethanol (1.40 mL) was refluxed
during 16 h. After cooling, the reaction mixture was evaporated to dryness; the residue was dissolved in water
and acidified with diluted hydrochloric acid (pH 1 - 2). The precipitate was filtered, washed with DCM and Et,0.
The impure solid was then triturated in EtOH-H,0 (80 ° C) for 1 hour. The solid was then filtrated and washed
with warm EtOH to give the title compound as a brown solid (0.12 g, 29% yield) ; ‘H NMR (500 MHz, DMSO-d¢)
6y :8.96 (s, 1 H, CHCCO,H), 8.81 (s, 1 H, CHN), 8.31 (S, 1 H, CHCN), 7.67 (d, 2 H, /= 8.5 Hz, ArH), 7.94 (d, 2 H, J =
8.5 Hz, ArH), 7.46 (S, 1 H, CHOCHs) 7.44 (d, 2 H, J = 8.5 Hz, ArH), 76.67 (d, 2H, J = 8.5 Hz, ArH), 4.02 (s, 3 H,
OCH3) ; BC NMR (125.78 MHz, DMSO-d;) 6¢: 163.9, 156.9, 156.8, 156.4, 148.3, 146.4, 140.3, 127.1, 127.1 (x2),
125.8 (x2), 125.7 (x2), 123.3,123.2, 115.7, 114.4 (x2), 111.3, 100.8, 57.5.
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6-(4-(4'-amino-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-7-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic
acid (LSP17-1154)

HZNW mCOOH
Et,N

CysH25Ns0, MW = 495.53g.mol ™

According to General Procedure 8, 6-azido-7-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (0.1 g, 0.33
mmol, 1 equiv.) in DMSO (0.6 mL) was reacted with 4'-ethynyl-[1,1'-biphenyl]-4-amine (076 mg, 0.397 mmol,
1.2 equiv.), and Cul (6.3 mg, 0.033 mmol, 10% equiv.) which gave the phenyltriazol coumarin as a brown solid
(79 mg, 48% yield); "H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) 5, : 8.88 (s, 1 H, CHCCO,H), 8.67 (s, 1 H, CHN), 8.03 (d, 2 H, J =
8.5 Hz, ArH), 87.94 (s, 1 H, CHCN), 7.81 (d, 2 H, J = 8.5 Hz, ArH), 7.76 (d, 2 H, J = 8.5 Hz, ArH), 7.47 (d, 2 H, J = 8.5
Hz, ArH), 7.07 (s, 1 H, CHCNEL,), 2.93 (g, 4 H, J = 7.0 Hz, NCH,CHs), 0.93 (t, 6 H, J = 7.0 Hz, NCH,CHs) ; *C NMR
(125.78 MHz, DMSO-d,) 6. : 169.5, 164.1, 156.6, 150.6, 148.6, 146.9, 140.3, 138.9, 130.7, 130.4, 130.1, 128.1
(x2), 127.5, 126.3, 125.2, 124.2 (x2), 123.9, 113.9, 111.0, 106.2, 45.4 (x2), 12.10(x2) ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]":
calcd. for [CogH2Ns04]", 496.1979, found 496.1994.
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I.V. Arylcoumarins

General Procedure 9: Synthesis of phenylcoumarin by Suzuki-Miyaura coupling.

lodocoumarin derivatives (0.63 mmol, 1 equiv.), phenylboronic ester (0.75 mmol, 1.2 equiv.), Na,CO; (0.316
mmol, 5 equiv.) and Pd(PPhs), (0.126 mmol, 20% equiv.) were dissolved in a mixture of THF-H,0 (4:1, 10 mL)
and stirred at reflux for 16 h (unless noted otherwise) under argon. Upon completion of the reaction, water
was added and the resulting suspension was removed by filtration. The residue was successively washed with
water, DCM and Et,0 then dried to give the title compound. The solid was purified by flash chromatography.
The following new compounds were prepared using this procedure.

267



2-ox0-6-phenyl-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP17-1154)
O ‘ XN COOH
o 0

C16H1004 MW = 266.25 g.mol”

According to General Procedure 9, ethyl 6-iodo-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (0.2 g, 0.63 mmol, 1 equiv.)
in THF-H,0 (4:1, 10 mL) was reacted with 4,4,5,5-tetramethyl-2-phenyl-1,3,2-dioxaborolane (0.155 g, 0.75
mmol, 1.2 equiv.), Pd(PPh;), (0.146 g, 0.126 mmol, 20% equiv.) and Na,CO; (0.905 g, 3.16 mmol, 5 equiv.)
which, after column chromatography (60% CH,Cl,, AcOEt 40%, AcOH 0.5%), gave the title compound as a
yellow solid (0.128 g, 76 % yield) ; "H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & : 8.79 (s, 1 H, CHCCO,H), 8.23 (d, 1 H, J= 1.5
Hz, ArH), 8.03 (dd, 1 H, J = 1.5 Hz, 9 Hz, ArH), 7.51 (m, 3 H, ArH), 7.41 (m, 1 H, ArH) ; >C NMR (62.9 MHz, DMSO-
de) 6.:156.7,153.9, 148.4, 148.3, 138.4, 136.7, 132.5, 129.1, 127.9, 126.7 (x2), 118.8, 118.8, 118.4, 116.7 ; HR-
MS (ESI, m/z) [M-H] : calcd. for [C1¢Hs04], 265.0506, found 265.0518.

7-methoxy-2-oxo0-6-phenyl-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP17-1161)

O ‘ ~COOH
MeO oo

Ci7H1,05 MW = 296.27 g.mol™

According to General Procedure 9, ethyl 6-iodo-7-methoxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (0.2 g, 0.58
mmol, 1 equiv.) in THF-H,0 (4:1, 10 mL) was reacted with 4,4,5,5-tetramethyl-2-phenyl-1,3,2-dioxaborolane
(0.141 g, 0.69 mmol, 1.2 equiv.), Pd(PPh3), (0.133 g, 0.115 mmol, 20% equiv.) and Na,CO; (0.807 g, 2.89 mmol,
5 equiv.) which, after column chromatography (90% CH,Cl,, 10% MeOH), gave the title compound (0.015 g, 8%
yield) as a beige solid ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6, : 8.80 (s, 1 H, CHCCO,H), 7.90 (s, 1 H, CHC), 7.54-7.44
(m, 4 H, ArH), 7.48-7.44 (m, 1 H, ArH), 7.26 (s, 1 H, CHCO), 3.96 (s, 3 H, OCHs) ; *C NMR (62.9 MHz, DMSO-d¢)
6c:164.1,161.6, 157.2, 156.3, 149.0, 136.3; 134.0, 131.4, 129.3, 128.2, 127.9, 127.4, 127.3, 114.3, 111.5, 99.3,
56.7 ; HR-MS (ESI, m/z) [M-H] : calcd. for [C;7H1505], 297.0757, found 297.0768.

7-(diethylamino)-2-oxo-6-phenyl-2H-chromene-3-carboxylic acid (LSP17-1129)

CroH1sNO, MW = 337.37 g.mol™*

A49-1V, 7-(diethylamino)-6-iodo-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylic acid (0.2 g, 0.52 mmol, 1 equiv.) in DMF (4
mL) was reacted for 24 h at 60 °C with 4,4,5,5-tetramethyl-2-phenyl-1,3,2-dioxaborolane (0.42 g, 0.21 mmol),
Pd(PPh;),Cl, (0.02 g, 0.025 mmol, 0.05 equiv.) and CsF (0.314 g, 2.06 mmol, 4 equiv.) which after column
chromatography (6:4:0.5% of DCM/AcOEt/AcOH), gave the title compound as a yellow solid (0.061 g, 35%
yield) ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-d; + few drops of TFA-d) 6, : 8.67 (s, 1 H, CHCOOH), 7.61 (s, 1 H, ArH), 7.47
(br, 2 H, ArH), 7.46 (d, 2 H, J = 2.5 Hz, ArH), 7.36 (m, 1 H, ArH), 6.98 (s, 1 H, CHCN(CH,CHs),), 3.04 (g, 4 H, J = 7.0
Hz, CH,CH5;, 0.9 (t, 6 H, J = 7.0 HZ, CH,CHs) ; BC NMR (62.9 MHz, + few drops of TFA-d) 6.: 164.2, 157.9, 155.7,
154.6, 149.0, 140.3, 133.2, 130.7, 128.7, 128.0, 127.2, 112.2, 111.0, 105.1, 45.2, 11.9 ; HR-MS (ESI, m/z) [M+H]"
: calcd. for [CyoH0NO,], 338.1387, found 338.1396.
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Résumé

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur majeur du systéme nerveux central. Avant
sa libération par exocytose, le glutamate est accumulé dans les vésicules synaptiques par les
transporteurs vésiculaires du glutamate (VGLUT1-3). Les VGLUTSs sont des biomarqueurs spécifiques
de la neurotransmission glutamatergique et leur implication dans les désordres neurologiques tels
que la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson, a été établie au cours des 10 derniéres
années. lIs représentent des cibles thérapeutiques clés pouvant étre utilisés spécifiquement pour les
études physiopathologiques ou le diagnostic des maladies impliquant le systéme glutamatergique.
Toute fois, malgré leur importance, la pharmacologie de ces transporteurs reste trés pauvre et limite
les investigations. Les modulateurs développés, a ce jour, se limitent a quelques analogues du
substrat naturel et les colorants tels que le Rose Bengale et le Bleu Trypan. Nous avons développé
des bioisosteres affins, sélectifs, fluorescents et post-fonctionalisables du Bleu Trypan en
pharmacomodulant les motifs polaires naphtyles par des fluorophores coumariniques. Les activités
biologiques de ces composés ont été mesurées in vitro sur des vésicules synaptiques purifiées a
partir de cerveaux de rats. Ces modulateurs seront utilisés comme outils pharmacologiques pour
mieux comprendre I'implication des VGLUTs dans les désordres neurologiques.

Abstract

Vesicular Glutamate Transporters (VGLUTs) allow the loading of presynaptic glutamate
vesicles and thus play a crucial role in glutamatergic synaptic transmission. The implication of VGLUTs
in several major neuropathologies as Alzheimer or Parkinson‘s disease have characterized during the
last decades. Moreover, VGLUTs represent the best biomarker for glutamatergic neuropathologies
and key biological target for their diagnostic or treatment. Despite the pivotal role of VGLUTSs, their
pharmacology appears quite limited. Known competitive inhibitors are restricted to some dyes such
as Trypan Blue and glutamate analogs. The lack of pharmacological tools has heavily hampered
VGLUTs investigations. To better understand VGLUTSs implications, we proposed to synthetize specific
VGLUTs inhibitors with high selectivity and improved pharmacological properties. In particular, we
focused our attention in the design of fluorescent analogs. These modulators could be used as
imaging biomarkers to study glutamatergic neurotransmission in physio-pathological context. We
selected fluorescent scaffolds, such as coumarins to perform scaffold hoping of Trypan Blue naphtyl
moiety. These compounds have been evaluated for their ability to block glutamate uptake into
isolated presynaptic vesicles purified from rat brain.
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