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La mise en évidence, au sein du laboratoire, d’'nmpavelle réaction entre le
méthylglyoxal (MG)1 et una-aminoazahétérocyc2a permis I'acces a une nouvelle famille

d’hétérocycles trés fonctionnalisés.

©
CHsa \COO
o DU LOH CHsy,,
HN

"y
2 /CHs
)j\/ 20 ° LLL;"LLL"
O + N
| CHj, \\coo o
o 8 ‘\\\OH CH3//I COoO

HN| OH
L%)q\’% //CH "Lébv \\OH

Certains des adduits formés ont présenté des tastiwiiologiques en temps que

modulateurs de la protéine CFTR. L'objectif de edliese a été de comprendre et d’améliorer
ces effets au travers de travaux de pharmacockénde pharmacologie en vue d’applications
thérapeutiques.

Dans l'introduction du sujet, nous nous intéresse® I'utilisation du MG en synthese
organique et nous présenterons son role complegeretmplication dans divers processus
biologiques. Nous décrirons ensuite les travauxraairs menés sur les réactions MG
aminoazahétérocycle pour ensuite aborder les gtégrbiologiques des adduits formés.

Apres avoir présenté la protéine CFTR dans satateiet sa fonction, nous décrirons
les maladies entrainées par un dysfonctionnemegttie protéine: la mucoviscidose et les
diarrhées sécrétoires. Enfin, nous détailleronsdl&#érents modulateurs des canaux CFTR

connus et nous discuterons du potentiel thérapsitie ce type de composés.

Le premier chapitre de ce travail sera consacra eetherche du pharmacophore
présent sur les composés actifs au travers de itatihs de la structure de ces molécules.

Dans un deuxieme chapitre, nous aborderons la @madulation des modulateurs
précédemment mis en évidence.

Le troisieme chapitre sera, quant a lui, consacrBévaluation biologique des

composeés prépares en tant que modulateurs det@naCFTR.

Nous terminerons ce travail en récapitulant lesultés et en proposant des

perspectives de recherches tant sur le plan dealaracochimie que de la pharmacologie.
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Introduction

Au cours de cette introduction, nous situons letexte général des recherches

présentées dans ce travail.

Tout d’abord, nous présentons brievement les irafiios du point de vue biologique

et chimique du composé de départ de ces travauméthylglyoxal.

Nous décrivons ensuite les travaux antérieurs t®ffsc au laboratoire sur cette
thématique, ainsi que les propriétés biologiquesadieluits précédemment synthétisés.

Ces composés étant actifs sur la protéine CFTRS rexaminons ensuite les
caractéristiques de cette protéine, les conségsedee son dysfonctionnement et les
problémes thérapeutiques qui y sont associés notatooncernant la mucoviscidose et les
diarrhées sécrétoires.

Puis nous détaillons la structure et les effetsndegdulateurs connus de cette protéine.

Les objectifs de ce travail sont ensuite présenteés.
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1. Contexte de la recherche

1.1. Le MG

1.1.1. En synthese

Le méthylglyoxal (MG)1 ou aldéhyde pyruvique, ou pyruvaldéhyde ou 2-oxo-
propanal, est un composaéicarbonylé tres réactif. Il est notamment utigs€synthése pour
former des hétérocycles par réaction avec des desmdu avec des aminoazahétérocycles
(Devillers, 2001 ; Garnier, 2003). De plus, le M@upréagir par auto condensation ou avec
d’autres aldéhydes pour former des composeés diogldm Des réactions de divers réaaids
dicarbonylés avec des composés insaturés (doublé&ila liaisons) ont également été
décrites (Jang, 2003;2004 ; Yang, 2006). Ce typeédetions permet de créer des liaisons
carbone-carbone au sein de composeés tres foncliseésa

Le MG est disponible commercialement sous formee’solution a 40 % dans I'eau.
En milieu aqueux, il est principalement présentsstarme monohydrate au niveau de la
fonction aldéhyde et, en proportion moindre sousé dihydrate impliquant I'’hydratation

des deux fonctions carbonyles, la forme dicarbangtéant peu présente (Nemet, 2004).

1.1.2. En biologie (Thornalley, 1996 ; Kalapos, 199 9)

1.1.2.1.Formation du MG in vivo

In vivo, la formation du MG peut étre catalysée par tiyiges d’enzymes: la
méthylglyoxal synthétase (a partir de phosphatedithydroxyacétone), les isozymes du
cytochrome P450 IIE1 (lors de la dégradation deéfane) et les amines oxydases (lors du
meétabolisme des acides aminés) (Cf Intro 1.1.2.4).

Cependant, la source majeure de méthylglyoralivo est la fragmentation non-
enzymatique des phosphates de trioses (phosphogllyélyde et
phosphodihydroxyacétone). En effet, le taux de &irom de méthylglyoxal est estimé a 0,1
% du flux de triose dans des conditions normaleglygi®mie. La formation de méthylglyoxal

peut donc avoir lieu dans toutes les cellules de tes organismes.

1.1.2.2.Dégradation du MG in vivo
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La quantité de MG produite in vivo est faible. Tefois, celui-ci étant trés réactif,
cette faible quantité peut avoir des conséquemapsriantes sur la modification des protéines
et des acides nucléiques. La dégradation enzyneatiguMG doit donc étre efficace. Le
systeme enzymatique mis en jeu est le systeme @sx qui comprend deux enzymes : les
glyoxalases | et Il. Elles agissent 'une a la esuite I'autre et nécessitent la présence

catalytigue de glutathion réduit pour transforneeMG en lactate.

1.1.2.3.Réaction du MG avec les biomolécules

Des réactions du MG avec les bases nucléiques déntes depuis plusieurs
décennies. Ces réactions ont principalement liec & désoxyguanosine pour former des
produits de mono- ou bi-addition du MG. La désoxyaubine, la désoxythymidine et la
désoxycytidine sont beaucoup moins réactives wis-au MG en conditions physiologiques
(Li, 2008). Ces réactions qui modifient TADN coné@t une activité mutagene au MG
(Thornalley, 1996).

Le MG est également connu pour réagir avec leseacaminés des protéines. Les
résidus arginine, lysine et cystéine sont les fushés (Thornalley, 1996 ; Oya, 1999). Les
composeés issus des réactions du MG avec les pest&ont appelés Advanced Glycation
End-Product (AGE).

1.1.2.4 Effets physiopathologiques du MG

Chez les patients souffrant de diabéte, les hypeggiies sont fréquentes et entrainent
une hausse de la concentration cellulaire en M& dier la dégradation non-enzymatique du
glucose. Cette augmentation va majorer la prodaaidGE qui pourraient étre impliqués
dans les complications liées au diabete telleslguEcité, les neuropathies et les maladies

vasculaires (Brownlee, 2001).
D’autres études ont suggéré que le MG serait irapldpns le phénomene d’apoptose.

En effet, des acides nucléiques et des protéinahfigm par le MG ont été identifiés dans le
déclenchement de I'apoptose (Van Herreweghe, 2002).
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Du fait de ses réactions avec les bases nucléigues, particulier la guanine, le MG
est mutagéne. Paradoxalement, certaines étudesrsng@u’il pourrait étre utilisé comme

agent anticancéreux (Ghosh, 2006).
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1.2. Travaux antérieurs

1.2.1. Réaction MG/ a-aminoazahétérocycles (Routaboul, 2003)

Dans le but d'étudier la réactivité de l'adénine@¥e MG, des travaux avaient été
entrepris au sein de notre laboratoire afin d’isetede caractériser d’éventuels produits de la
réaction entre ces deux composeés.

En effet, des adduits du MG sur la guanine étaflarits, mais aucune structure
n'était disponible concernant la réaction entr&l@ et 'adénine. L’étude de cette réaction a
permis la mise en évidence de la formation d’addeycliques. Par la suite, cette réaction de
'adénine a été généralisée a des dérivés de laelé&ubstituée en positiond en particulier
les nucléosides correspondants, et a d’autresdudtgdes azotés tels que la 2-aminopyridine

et le 1-aminoisoquinoléing (Figure 1).

</5\“©“©$
N4N2
3

R

2

Figure 1 : Structures des dérivés de I'adénine figadien position B, de la 2-aminopyridind et de la 1-
aminoisoquinoléin®

Les adduits formés résultent de la condensatiodede molécules de MG sur une
molécule de type-aminoazahétérocycl? aboutissant a une nouvelle famille d’hétérocycles
a caractére zwitterionique a pH 7 (appelée pauite $amille 1) (Routaboul, 2002) (Schéma
1).

HN Mélange racémique
)\ o | WOH  majoritaire (a)
CHs N

CH Co0
1 2 34 N <OH CHsz;, COO
W ® OH ; -
HN| OH HN Mélange racémique
)\ g WOH minoritaire (b)

Schéma 1: Réaction entre le Mt una-aminoazahétérocycet structures des différents isomeres formés
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Cette réaction s’effectue en solution aqueuse, & &hant en fort exces par rapport a
I a-aminoazahétérocycle. On observe ainsi la formatikadduits cycligues portant un
groupement carboxyle, deux groupements hydroxyledeex groupements méthyles. Cette
réaction est régiosélective car, malgré le grandbre de sites réactifs un seul type d’adduits
est obtenu. De plus, ces composés comportentaimises de carbone asymeétriques or, parmi
les huit stéréoisomeéres attendus pour chaque adduwils quatre sont formés et séparables
sous forme de deux mélanges racémigu@najoritaire) eto (minoritaire). Cette réaction est

donc stéréosélective.

Dans la suite de ce travail, un seul énantiomére dmélange racémique sera

représente.

Par analogie avec un mécanisme décrit pour laiodadu MG avec I'arginine (Oya,
1999), un mécanisme a été proposé pour expliqutartaation de ces adduits (Schéma 2)
(Routaboul, 2003).

[ o

H J HO, HO HO H
\ m OH HOAngH HZOQ% OH OH
3
< HaC R e , HsC
N 1 OH N—H H ey - HO CN
/N — -~ —_— ~
2 \i \< N\
N N N
/ / /

H OH
(O/ CHs
c:oé9 HO

H/N -H,0 HsC
4< OH N OH
-~
N / D
OH <
Ch, | OH
/ H& OH

Schéma 2 : Mécanisme proposé pour la réaction Enlvi& et uno-aminoazahétérocycle

La réaction commence par une addition nucléophdel’amine extracyclique sur
'atome de carbone de la fonction cétone du MGadpaiutit a la formation d’une imine. Puis

une addition nucléophile de I'atome d'azote intcdicpe sur I'atome de carbone de la
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fonction cétone d’'une deuxieme molécule de MG smlyit. Enfin, une liaison carbone —

carbone est formée en raison de la proximité des séactifs aboutissant a la création d’'un
cycle a 6 atomes. C’est au cours de cette étaps’gtablit la stéréosélectivité de la réaction
conduisant a un zwitterion dont la structure adkigervée lors d’études de cristallographie

aux rayons X pour certains adduits (Routaboul, 2002

1.2.2. Réactivité des adduits formés

La réactivité des adduits formés a aussi été é&udle présentent une grande stabilité
en milieu acide. Par contre, en milieu basiqueal@duits du MG sur la 2-aminopyridirte
possedent une réactivité particuliere. En présafioee solution aqueuse concentrée de
NaOH, en plus de la 2-aminopyridide il se forme un produib issu de trois réactions
successives (décarboxylation, déshydratation edatign) (Schéma 3).

)
Co0
® OH (? »
HN| oH  NaOH l\i N ?
—_— > +
| | C’C\? @
~ 5 2 6 4 F

Schéma 3 : Réactivité en milieu basique des adduitdG sur la 2-aminopyriding

Ce composé fait partie d’'une deuxieme famille de composés qoes appellerons

famille Il et qui fera I'objet d’une partie de nettravail.
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2. Propriétés biologigues des adduits formés

Le composé de la famille 16 présente une parenté structurale avec une famille
d’activateur des canaux ioniques CFTR. Les compasssfamilles | et Il ont donc été
évalués en tant que modulateurs de cette prot@inkgpuipe du Professeur Frédéric Becq au
sein de l'Institut de Physiologie et Biologie Céddiwe (Université de PoitierssfCNRS UMR
6187).

L’ensemble des produits synthétisés a été critdéega un test cellulaire basé sur la
technique des efflux d’ions iodures radioact3~ incorporés dans le milieu intracellulaire.
La protéine CFTR est un canal qui permet la salée ions chlorures des cellules. Il a été
montré que les deux radiotracet3~ et*°Cl™ pouvaient étre considérés comme équivalents

pour la mesure de I'activité d’'un canal chlorureglarik, 1990).

Le test d'efflux est réalisé comme suit: les deBusont incubées dans un milieu
contenant les ions iodures radioactf3, la constante de vitesse de sortie de la cellete d
129~ en présence d’'un activateur connu de CFTR estnéespuis les molécules & tester sont
ajoutées. On observe ainsi la variation de la eonstde vitesse. Si cette constante augmente,

il s’agit d’'un potentiateur, si elle diminue, ilegjit d’'un inhibiteur.

Les cellules utilisées pour réaliser ces testegtale type CHO-wt (Chinese Hamster
Ovary surexprimant le géne sauvage). Cette évalugiar le test d'efflux d’ions iodures
radioactifs a permis la mise en évidence d'une oudée potentiatrice et de plusieurs

molécules inhibant la protéine CFTR dont certabm représentées dans le Tableau 1.
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ECso (Cellules
ICs0 (Cellules CHO-wt)
CHO-wt)
GPinh-5a GPinh-4a,b GPinh-12 GPact-11a
Composeés o® (60/40) . I
(ratiOS a/b f?j; cooe N X © H%FigOH
déterminés 4 it - | ) .
RMN) HO < jﬁjg v <Nf\)
ar / N N
i OH <N | N) 7 /
71 +1 pM 57+1,3uM 51+14nM 2,1+£1,3uM

Tableau 1 : Principales molécules inhibitrices eténule potentiatrice de la protéine CFTR miseéwdence

Les valeurs, déterminées par le test d’efflux, égpondent aux Kg (Concentrations
nécessaires pour inhiber 50% de I'activité) ougEHConcentration nécessaire pour augmenter
de 50% I'activité).
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3. La protéine CFTR (Sheppard, 1999 : Riordan, 2008 )

Cette protéine est impliguée dans de nombreusd®lpgies notamment dans la
mucoviscidose. A l'origine de cette maladie, diesrsnutations génétiques conduisent a une
faible activité ou a une absence d’activité deolection d’efflux d’ions chlorures par le canal
CFTR. Des activateurs de cette protéine pourralent étre envisagés dans le traitement de
la mucoviscidose. Inversement, dans le cas dehddiesr a agents infectieux (comme le
choléra), responsable d'une forte mortalité darss days en voie de développement, la
protéine CFTR est suractivée. Des molécules pouwdnber le fonctionnement de cette

protéine permettraient de diminuer la perte deesdleau due a cette suractivation.

3.1. Description

Le géne CF (CF pour Cystic Fibrosis) a été décdumer1989 (Riordan, 1989). Il
contient 27 exons s’étendant sur 250 kb du chromesg, en 7g31, et code pour un ARNm
(Acide RiboNucléique messager) de 6,5 kb (van dm#ri) 2005). La protéine traduite a partir
de cet ARNm est nommée CFTR et fait partie de [@estdiamille des transporteurs ABC
(ATP Binding Cassettes) (ATP : Adénosine 5'-TriPpluete).

Ces transporteurs sont retrouvés chez de nombreesgesces tant procaryotes
gu’eucaryotes. Chez 'lhomme, on dénombre 48 tratesps ABC dont, outre CFTR, la P-gP
(glycoprotéine P), la MRP (multidrug resistancesagsted protein) et le récepteur aux
sulfonylurées (SUR) (Linton, 2007). Ainsi la pratéiCFTR est aussi appelée ABCC7.

La plupart de ces transporteurs assurent le pagsagé&ansport actif a travers la
membrane cellulaire d’une large variété de sulsstkdtte des caractéristiques de cette famille
est la présence au sein de la protéine de domditseslBD (Nucleotides Binding Domains).
Ces domaines de fixation aux nucléotides permelgelidison de I'ATP dont I'hydrolyse va
fournir I'énergie nécessaire au transport transmiandre. Au sein de cette famille, la
protéine CFTR est atypique puisqu’elle n’exerce pas fonction de transporteur mais une
fonction canal chlorure.

La protéine CFTR est composée de 1480 acides amépastis en deux séquences
homologues, comportant chacune six domaines tramhranaires et un domaine de fixation
des nucléotides (NBD-1 et -2) (Figure 2)
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PKA & ATP C

Figure 2 : Schéma de structure de la protéine CfSFeppard, 1999)

Ces deux séguences sont reliées entre elles pdomnine régulateur R. Les douze
domaines transmembranaires (MSD) délimitent un Icaomique dont lactivité est
déterminée par la phosphorylation du domaine R.rég®ns N et C terminales de la protéine
sont cytoplasmiques. Le domaine R est tres spéeifdu canal CFTR puisque les autres
protéines de la famille ABC ne possédent pas deadanrégulateur. Les NBD comprennent
trois séquences trés conservées qui sont implicieesla liaison et I'hydrolyse de I'ATP lié

a un contre-ion magnésium : les motifs Walker B et le motif LSGGQ.

3.2. Biosynthese, maturation (Vankeerberghen, 2002  ; Riordan, 2005)

Apres sa traduction, la protéine CFTR eétglycosylée au sein du réticulum
endoplasmique (RE). Puis des protéines chaperotelles, Hsp70 (Heat Shock Protein) et la
calnexine, permettent son repliement correct etpemsage vers I'appareil de Golgi. Dans ce
compartiment, les résidus glysosyles sont ajoutégui permet a la protéine CFTR mature
d’étre adressée a la membrane cytoplasmique danslla elle s'insére (Figure 3).
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Figure 3 : Biosynthese de la protéine CFTR sauydgekeerberghen, 2002)

Du fait de I'enchainement complexe de séquencesopfides et hydrophobes, la
maturation de la protéine CFTR sauvage est pewaeHi Seulement 20 a 50 % des
précurseurs nouvellement synthétisés seront tmanéfo en molécules matures. Les
précurseurs mutés dont le repliement est incos@ut rapidement dégradés par le protéasome
avant d’atteindre I'appareil de Golgi (demi-vie @8 a 40 minutes). Le faible taux de
maturation de la protéine CFTR n’est pas une caratijue des transporteurs ABC puisque
certains atteignent un degré de maturation dedead€©0 %.
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3.3. Localisation

La protéine CFTR mature est principalement localidéns la membrane apicale des
cellules épithéliales polarisées. Le role de Iégium est de former une barriere continue et
asymeétrique séparant deux milieux distincts. Sgithélium sépare le compartiment externe
du milieu interne, soit il délimite un espace spbsé (glande exocrine). Les cellules
épithéliales présentent une organisation polarssten un axe baso-latéral apical, la face
apicale étant en contact avec le compartiment mugatla face basale reposant sur un tissu
de soutien (lame basale). Ainsi la protéine CFTRpemcipalement retrouvée au niveau

intestinal, pulmonaire, pancréatique et dans lasdgs sudoripares (Sheppard, 1999).

3.4. Les mutations de CFTR

En juin 2008, 1568 mutations étaient répertoriéaes le site du Consortium
International d’Analyse Geénétique de la Mucovissiglo
(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr). La majoritdes mutations sont des mutations
ponctuelles, cependant quelques grandes délétaristgalement reportées. Les principales

mutations et leur fréquence au niveau mondial sprésentées dans le tableau 2.

Nom de la mutation Fréquence (%)
DelF508 66,0
G542X 2,4
G551D 1,6
N1303K 1,3
W1282X 1,2
R553X 0,7
621+1G->T 0,7
1717-1G->A 0,3
R117H 0,3
R1162X 0,3
R347P 0,2
3849+10kbC->T 0,2
Dell507 0,2

Tableau 2 : Principales mutations du géne CF (hitpw.genet.sickkids.on.ca/cftr) (juin 2008)

3.4.1. La mutation AF508
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La mutation la plus fréquente est une délétion rdés tnucléotides aboutissant a
'élimination d'une phénylalanine en position 50&FB08 ou delF508) entrainant la
traduction d’'une protéine modifiée qui n’atteintsp@ membrane cellulaire par suite d’'un
défaut de maturation. Cette mutation, située subiNBoerturbe le repliement de CFTR lors
du processus de maturation aboutissant a une glatios incomplete. La protéine mutée est
retenue dans le RE par Hsp70 et par la calnexinelletest dégradée par le protéasome et
d’autres complexes protéolytiques (Sheppard, 1999).

In vitro, il est possible de restaurer un adressage ca@recinembrane cellulaire de la
protéine CFTRAF508 par diminution de la température de culture dellules a 27°C
(Denning, 1992). Ceci serait di a la diminutiorlalérce de l'interaction entre CFTAR#508
et les Hsp, permettant ainsi la maturation de CHNWRée. Une fois insérée dans la
membrane, la protéindF508/CFTR présente une activité canal chlorure mi#pete de
'AMPc (Adénosine MonoPhosphate cyclique) (Frizzsllal, 1995). Toutefois, cette activité
est inférieure a celle de la protéine sauvage.

Dans la population francaise, cette mutation repmesapproximativement 65-70 %
des chromosomes CF, avec de fortes variations nélgie allant de 64 % en Languedoc-
Roussillon & 81 % en Bretagne occidentale (ObsaireafNational de la Mucoviscidose
(ONM), 2001). L’'analyse de marqueurs intra-génigassociés aF508 suggere qu’'un seul

événement mutationnel est a I'origine de la mal@dierral, 1994).

Pour expliquer la fréquence élevée de la mutatemsdes populations européennes,
I’hypothese d’'un avantage sélectif des hétérozyatété avancée (Rowntree, 2003).

En effet, les hétérozygotes semblent mieux protépesa déperdition hydrique et
saline induite au cours des diarrhées dues a désotoxines, commé&scherichia coliet
Vibrio cholerae (Hogenauer, 2000). Les toxines produites par ee$ébes augmentent la
concentration d’AMPc ou de GMPc (Guanosine MonoBhate cyclique) dans les
entérocytes et entrainent une augmentation declgtg#n d’'ions chlorures. Il a été montré
dans des modéles murins que les hétérozygotesnpedsene réduction de 50 % de l'activité
globale de la protéine CFTR. Leur sécrétion d'iadorures en réponse aux toxines
bactériennes sera donc moins élevée que celleujiels sion transmetteurs : la déperdition
hydrique sera donc moins importante et la survidopigée (Gabriel, 1994).

En outre, il a été rapporté que la premiere boagteacellulaire de la protéine CFTR
sauvage est nécessaire a linternalisatiorSdknonella typhidans les cellules épithéliales

intestinales (Pier, 1998). La protéind-508, qui est faiblement présente a la surface des
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épithéliums, diminuerait ainsi I'entrée du pathogiédans les cellules de [I'épithélium
intestinal assurant une protection vis-a-vis ddd¢tion.

Cependant, les auteurs d’'une étude de modélisafimemiologique suggerent que ni
les épidémies de choléra ni celles de fievre tygdai’ont pu présenter une pression de
sélection suffisante pour expliquer la prévalenedadmutatiorAF508 (Poolman, 2007). Ces
auteurs considérent par contre, que la tubercydossenterait les caractéristiques historiques
et géographiques suffisantes pour exercer cetssiprede sélection.

3.5. Fonction

3.5.1. Canal ionique (Sheppard, 1999)

La protéine CFTR est un canal a spécificité anioaid-es ions Clsont 10 a 30 fois
plus perméants que les ions*N&ette spécificité résulte notamment de la préselecdeux
résidus lysines K95 et K335. La perméance est mupérpour les ions qui possedent une
sphére d’hydratation de faible diameétre. La sége@®perméabilité pour les halogénures est
la suivante : Br> CI > I' > F. La partie du pore la plus resserrée a un dianégreviron 5,3
A. CFTR est un canal & faible intensité de cou@atO pS) avec une relation courant-

potentiel linéaire.

3.5.2. Régulations d’autres canaux transmembranaire s
(Schwiebert, 1999 ; Vankeerberghen, 2002)

La protéine CFTR n’est pas seulement un canal imigais €galement, comme son
nom l'indique, un puissant régulateur du fonctianeat de nombreux canaux et transporteurs

influant sur la conductance membranaire (Figure 4).
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Figure 4 : Role de CFTR dans la régulation d’auteegux ioniques

3.5.2.1.Régulation du canal ORCC (Outwardly Rectifying Chlaide
Channel)

Le canal chlorure rectifiant sortant (ORCC) est pmetéine dont on a longtemps
pensé gu’elle était impliquée dans le défaut dedeotmnce membranaire retrouvé dans la
mucoviscidose. Des études d’interactions ont mamtie la présence de CFTR fonctionnelle
était indispensable a I'activation du canal ORCE€laaProtéine Kinase A, probablement par

un mécanisme autocrine.

3.5.2.2.Régulation du canal ENaC (Epithelium Sodium Channgl

Ce canal de transport des ions"Naussi appelé canal sodique sensible a I'amilpride
est responsable de l'influx d’'ions sodium au pglea de la cellule épithéliale. L'absorption
accrue de sodium, dans les épithéliums respirataies patients atteints de mucoviscidose,

démontre un contréle négatif de la protéine CFTRnade sur le canal ENaC (Mall, 1998).
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3.5.2.3.Interaction avec ROMK

Dans certaines cellules, il a été démontré quadagmce du canal CFTR influence
'activation par TAMPc des canaux potassium eéedithéx (Loussouarn, 1996). Un canal
potassium a été identifié sur la membrane apicas cellules épithéliales des voies
respiratoires : ROMK1. La protéine CFTR pourraiteétouplée avec ROMK dans la
membrane cellulaire, procurant & ces canaux ungilske a difféerents stimuli (Konstas,
2002). CFTR serait ainsi capable de transférerefésts d’agonistes et d’antagonistes sur

d’autres protéines avec lesquelles elle est li@glutant de ce fait leur activité.

3.5.2.4.Régulation d’autres canaux chlorures

La protéine CFTR activerait également les canadargfes calcium-dépendants et

volume-dépendants. Ceci provoque une sécrétiongloblorures supplémentaires.

3.5.2.5.Régulation d’'un canal a ATP

Des informations contradictoires existent concertamransport ou non d’ATP par le
canal CFTR. Des données récentes, indiquent qupeenéance a I'ATP liée au
fonctionnement de CFTR est retrouvée dans certaialisles. Cela indiquerait I'existence
d'un canal ATP différent de la protéine CFTR maiégulé par cette derniere
(Vankeerberghen, 2002).

3.5.3. Autres fonctions

La physiopathologie de la mucoviscidose qui dépdssesimples désordres des
mouvements ioniques, ainsi que le faible taux d'egpion de CFTR au niveau pulmonaire
ont conduit & penser que cette protéine possederelafonctions. Ainsi, la protéine CFTR
est supposée étre impliquée dans la sécrétion alestittiants du mucus, les processus de
recyclage des membranes cellulaires ou la compaositionique du compartiment

intracellulaire (Vankeerberghen, 2002).
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3.6. Mode d’action du canal chlorure

De nombreux modéles ont été proposés pour expliguenode d’action du canal
CFTR. Ces modeéles font tous appel a différentssétativerts ou fermés, de CFTR et
accordent un role difféerent a NBD1 et & NBD2. Pluplupart des auteurs, la liaison de
'ATP aux deux NBD, suivie de I'hydrolyse de I'ATRu niveau de NBD1, permet
'association de ces deux domaines entrainant éduve du canal ionique. Inversement,
I’hydrolyse de 'ATP sur NBD2 entraine sa fermet(B&eppard, 1999).

Une autre hypothése de fonctionnement a été preguméHanrahan et al (Hanrahan,
2004). D’apres ces auteurs, le canal CFTR poustaitvrir de deux facons différentes. La
premiere décrite précédemment est dépendante dePI'ét nécessite la présence d’ions
magnésium. Le deuxiéme mode, appelé ouverture porolytique (non hydrolytic gating),
ne fait pas intervenir I'hydrolyse de I'ATP. En efff la fixation d’'une seule molécule d’ATP
sur le domaine NBD1 pourrait entrainer l'interastide NBD1 avec le domaine NBD2 et

permettre le maintien d’une conformation ouvertedoal CFTR.

3.7. Régulation (Sheppard, 1999)

La phosphorylation du domaine R conditionne la philité d’ouverture du canal
CFTR. En effet, une phosphorylation importante feee le maintien d’une conformation
ouverte. Cette phosphorylation est réalisée paPK# (Protéine Kinase A) et la PKC
(Protéine Kinase C). A linverse, la Protéine PHmgpse 2A (PP2A) déphosphoryle le
domaine R (Figure 5).
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Figure 5 : Régulation de la protéine CFTR

L’activité des protéines kinases est sous le cnttd taux d’AMPCc : plus ce taux est
élevé, plus leur activité est importante. L’AMP¢ psoduite par I'adénylate cyclase et sera
dégradée par les phosphodiestérases, régulantfdit & concentration.

Lorsque le canal est ouvert, le transport dee€ll sous la dépendance de I'ATP, dont
I'hydrolyse au niveau des NBD fournit I'énergie aésaire a ce transport. La concentration
intracellulaire en ATP, ainsi que le rapport desaamtrations en ATP, ADP (Adénosine
DiPhosphate) et AMP (Adénosine MonoPhosphate) efgué transport d’ions chlorures via
CFTR. L'AMP et I'ADP sont des inhibiteurs compdstide I'ATP puisqu’ils peuvent se lier
au niveau des NBD, sur le méme site de fixationsma permettent pas, par leur hydrolyse,

I'apport d’énergie nécessaire au transport (Schiif25).

-29 -



4. La Mucoviscidose

4.1. Historique (Roussey, 2000)

La mucoviscidose est la plus fréquente des malag@stiques létales dans les
populations d’origine caucasienne. Cette maladiaitsapparue il y a plusieurs milliers
d’années, avant de se répandre sur I'ensemble agments. Dés le XVIleme siecle, la
littérature fait mention de cette maladie, maisst’en 1936 que la premiére description
clinique est réalisée par le professeur Guido Faindelle est basée sur I'association d’'une
fibrose kystique congénitale du pancréas et d’urmmdhectasie. Il lui donne le nom de
mucoviscidose en référence aux mots mucus et wisqle dénomination anglaise « Cystic
Fibrosis » est basée sur I'autre manifestationcjpale de la maladie : la fibrose kystique du
pancréas.

Il faut attendre 1953 pour que soit proposeé le peemiagnostic spécifique de cette
maladie par le professeur Di Sant Agnese par Finégliaire du test de la sueur. Ce test est
basé sur I'observation d'un exces de chlorure dbuso dans la sueur des enfants atteints.
Cette anomalie fut précisée dans les années 18l80correspond a un défaut de perméabilité
aux ions chlorures des cellules épithéliales.

Le caractére héréditaire de la maladie étant séppasecherche s’est orientée vers
I'identification du locus du gene impliqué. Cela féalisé en 1985 par clonage positionnel :
le locus est situé sur le bras long du chromosome 7

Quatre ans plus tard, une étape importante estHi@amorsque I'équipe du professeur
Lap Chee Tsui découvre I'anomalie génétique quadslrigine de la maladie. Il s’agit d’'une
mutation en 7931, au niveau du géne qui sera apmié CF codant pour une protéine
nommeée « Cystic Fibrosis Transmembrane Conductagalator » (Riordan, 1989).

La mucoviscidose est une maladie polymorphe ; égt,des difféerentes mutations
entrainent de nombreuses manifestations cliniques différentes. C'est une maladie
autosomique récessive qui s’exprime uniquement [@susujets homozygotes présentant une

méme mutation et les hétérozygotes composites ardatations.
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4.2. Les différentes classes de mucoviscidose

4.2.1. Classification de Welsh et Smith

Il existe un grand nombre de mutations qui ont @&ssées en fonction de leurs
conséguences au niveau biochimique. Elles ont d@iiord été divisées en quatre classes
différentes (Welsh, 1993) (Figure 6).

NIt Aiicile CFTR Classe IV : défaut de conduction

“\wf

Classe III : defaut de régulation

- defaut de maturation

défaut de production

-

Mb Basolatérale

Figure 6 : Classification des mutations du géned@prés Welsh et Smith

4.2.1.1.Classe | : Défaut de production de la protéine

Ce type de mutation entraine une absence totgtauielle de la protéine. Ceci inclut
les mutations non-sens et les mutations produisantodon stop prématuré, ainsi que les
mutations entrainant un ARNm muté instable. ExemgRb53X (Remplacement d’une

arginine en position 553 par un autre acide aminé).

4.2.1.2.Classe Il : Défaut de maturation

La protéine issue de 'TARNm muté subit, en raisensa structure modifiée, une
maturation incorrecte et/ou un défaut d’adress@&getype de mutation entraine un déficit
gualitatif et/ou quantitatif de protéines insérélass la membrane apicale. Exempid=508

(Délétion d’une phénylalanine en position 508).
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42.13.Classe Ill : Défaut de régulation du canal Cl

La protéine est située dans la membrane, mais umeépe activée du fait, soit d'une
mutation sur le domaine R empéchant les phosphmytanécessaires a son activation, soit
d’'une mutation située sur les domaines NBD ne peamiepas la fixation ou I'hydrolyse de
ATP. Exemple: G551D (Remplacement d'une glyciea position 551 par l'acide

aspartique).

4.2.1.4.Classe |V : Défaut de conductance

La protéine est correctement située dans la merapedle peut étre activée et regulée,
cependant le canal transmembranaire définissgurionique est anormal. Ceci entraine un
défaut de conductance ionique par diminution dw filions ou par modification de la
sélectivité. Exemples : R117H (Remplacement d’ugenae en position 117 par I'histidine),

R334W (Remplacement d’'une arginine en position@34le tryptophane).

4.2.2. Nouvelle classification (Vankeerberghen, 200 2)

D’autres auteurs ont par la suite proposé uneifitzggn selon six critéres. La classe
| a ainsi été subdivisée en classe | et en classsette derniere comprenant des mutations
altérant la stabilité de TARNmM de CFTR et la ciad4 a été ajoutée (Figure 7).
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classe 6 : défaut de régulation
Cl-
ORCC

gp=————  classe 3 : défaut d'activation

classe 2 : défaut de maturation

classe 1 : défaut de synthese

Figure 7 : Classification de la mucoviscidose ercisses

4.2.2.1.Classe | (redéfinie) : Défaut de synthese

La mutation entraine une absence de 'ARNm ou fah®se d’'un ARNm instable.
Cette classe comprend donc les mutations non-sées mutations produisant un codon stop

prématuré (décalage du cadre de lecture ou ARNng ).

4.2.2.2.Classe V : Défaut d’épissage et quantite d’ARNm

La mutation se situe au niveau du promoteur ergrdinne protéine fonctionnelle,
mais dont la quantité est anormalement faible, lmusala mutation perturbe I'épissage

alternatif aboutissant a une protéine non foncttlenExemple : 3849 + 10 kb C/T.

4.2.2.3.Classe VI : Défaut de régulation

Ce type de mutations provoque un défaut de régulates autres canaux ioniques par
la protéine CFTR. Cette classe n’est pas utilis&dqus les auteurs.
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4.3. Symptomes clinigues (Roussey, 2000)

L'age d'apparition des premiers symptdmes est tra@sable. Les poumons sont
généralement normaux a la naissance, alors guédiess pancréatiques et les anomalies du

mucus intestinal sont fréequemment présentes dafsase foetale (Figure 8).

Peau
€7, >60 mmolfliter ¥, Q:'\} ¥
FPuounwas 2 y.. %3

Bronchiectasis
Prneumothorax
Hemoptysis

Cor pulmonale

Foie
Destruction des voies bilares

Pancreas
Insuffisance enzymatique
Diabéte msulino-dépendant

Petit intestin b, IR

Meconium deus

Systeme reproducteur
Infertilte masculine
Absence congénitale de was deferens

D'aprés Ackerman et Clapham, 1997,

Figure 8 : Les différentes manifestations de lagniszidose

4.3.1. Manifestations respiratoires

Ces manifestations sont liees a l'obstruction desndhes, plus précisément des
bronchioles, par un mucus épais et visqueux quirfa® la croissance des microorganismes et
engendre des détresses respiratoires. Les sigspgateires et les infections des voies
aériennes sont, d’'une maniere générale, les pdgsiénts. lls conditionnent le pronostic vital
et la qualité de vie.

Les infections bronchigues sont attribuables astpincipaux germes pathogenes :

Staphylococcus aureusdaemophilus influenzaet surtoutPseudomonas aeruginas&e
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dernier constitue le principal souci infectieuxnedrque le plus souvent un tournant évolutif
péjoratif de la maladie. Les conséquences de destions chroniques sont I'apparition de
kystes et d’abces pulmonaires. La fibrose posainfhatoire aboutit a une insuffisance
respiratoire majeure. En effet, le systeme immineitdétecte ces bactéries et envoie des
cellules dans le but de les détruire. Ces cellstad par la suite engluées au sein du mucus.
En tentant de détruire les bactéries, les celinhsunitaires endommagent également le tissu
pulmonaire, par I'intermédiaire d’'un syndrome infil@atoire séveére.
Les poumons sont donc triplement touchés : ils Bonible d’infections bactériennes

récidivantes, les bronches sont obstruées par taisnet les tissus pulmonaires sont attaqués

par le systéme immunitaire avec inflammation etaaitipn de lésions.

4.3.2. Manifestations digestives

L'iléus méconial est dans 10 % des cas la mantiesténitiale de la maladie. C’est
une occlusion néonatale aigué due a une insufiisalec sécrétion protéolytique par le
pancréas et les glandes intestinales au coursvie faetale.

L’insuffisance pancréatique est présente dans 90d€% cas et entraine une
maldigestion. Cette mauvaise digestion sera regpbesd’'une carence secondaire en
vitamines liposolubles (A, D, E et K) et en oligédlents conduisant a un retard de croissance
staturale et pondérale.

De plus, l'accumulation d’enzymes pancréatiquest psooutir & un processus
d’autodigestion exposant les patients a des patite®aigués. Les lésions pancréatiques se
manifestent par une obstruction des canaux proxnpEw des sécrétions visqueuses, des
acini peu développés, voire détruits, une fibroseregressivement la destruction du tissu
pancréatique.

La fibrose pancréatique peut s’étendre aux ilotkategherans et, dans 5 a 10 % des

cas, induire a l'adolescence un diabéte insulineddant.

4.3.3. Manifestations hépatiques

Un ictére rétentionnel di a une bile trop épaiseat @tre révélateur en période
néonatale. En effet, I'atteinte hépatobiliaire fétjuente, mais ne conduit a la cirrhose que

dans 5 a 10 % des cas. On notera aussi une vésitigiee souvent atrophiée chez les
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malades, avec un risque de lithiase important, @ngamt avec I'age. On retrouve également
une hépatomégalie dans 30 % des cas et une imsdEishépatique dans 9 % des cas. Ces
éléments sont liés a I'obstruction des voies bémiintra-hépatiques. Une obstruction des
voies biliaires extra-hépatiques par compressionnagau du pancréas est également

frequemment retrouvée.

4.3.4. Manifestations génitales

Les hommes atteints sont généralement stérilesapésie des canaux déférents
entrainant une azoospermie ou une oligospermigesé®@ retrouve fréequemment des Iésions
de la prostate et des vésicules séminales. Cheter@sies, il existe une hypofertilité par
modification de la glaire cervicale. Cette modifioa de la glaire peut provoquer la
formation d’'un bouchon de mucus qui empéche latpgien du spermatozoide dans I'utérus.
On notera que, parmi les patients souffrant de wiscmose, 98 % des hommes sont stériles,

alors que 80 % des femmes sont fertiles.

4.3.5. Causes de déces

En accord avec la physiopathologie de cette mal#idieeinte pulmonaire est de loin
la plus frequente des causes de mortalité, repiasea elle seule les trois quarts des déces
(Tableau 3).

Nombre de déces %
Cause respiratoire 40 75,5
Cause cardiague 2 3,8
Cause hépatique 1 1,9
Cause traumatique 1 19
Suicide 2 3,8
Autres causes 4 7,5
Non documenté 3 57

Tableau 3 : Cause de décés des patients atteintsicieviscidose en France en 2001 (ONM)
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4.4. Corrélations génotype/phénotype (Vankeerberghe n, 2002
Rowntree, 2003)

De maniére générale, la connaissance du génotype iddividu ne permet pas de
prévoir la symptomatologie et I'évolution de la adie. En effet, I'atteinte pulmonaire, I'age
des premiéres manifestations de la maladie airsilguaux de chlorure sudoral ne peuvent
étre reliés a un génotype particulier.

Toutefois, I'état de la fonction pancréatique esttefment corrélé au génotype de
CFTR et les individus portant certaines mutatiorés@ntent une symptomatologie similaire.
La mutation A455E est, par exemple, fortement aéso& une bonne fonction pulmonaire.
Des études ont montré que les sujets héterozygéie@8 / AA55E possédaient une fonction
pulmonaire améliorée ainsi qu'un taux de colonisatipar le bacille pyocyanique
(Pseudomonas aerugingsiaférieur aux sujets homozygotag508 de la méme population.
L’analyse génotypique est parfois compliquée dudaine deuxiéme mutation as sur le

méme allele influencant le phénotype.

4.5. Traitements actuels

Il n'existe pas a I'heure actuelle de traitementatifide la mucoviscidose. L'arsenal
thérapeutique se compose donc uniquement de textsnsymptomatiques et préventifs
administrés aux patients dans le but de freineoligion de la maladie et/ou d’améliorer leur
gualité de vie. L'’ensemble de ces traitements anjgeune augmentation considérable de
I'espérance de vie des patients au cours des ceRds décennies.

4.5.1. Traitement de I'inflammation

Le processus inflammatoire est un moyen essengelpibtection de I'appareil
respiratoire face aux agents bactériens. Cepentiafigmmation chronique est également
responsable de la dégradation pulmonaire (Cf Ir8r2.3.1). Il semble nécessaire de
privilégier un traitement anti-inflammatoire préeo@fin de retarder la progression de
I'atteinte, soit par des anti-inflammatoires nogrgidiens, le plus couramment utilisé est

l'ibuproféene, soit par les corticoides. Ces deswont tres efficaces sur I'inflammation mais
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de nombreux effets indésirables en découlent. log8coides inhalés en aérosols doseurs

semblent plus intéressants.

4.5.2. Produits agissant sur la viscosité du mucus

Ces molécules agissent en cassant les liaisonseote®s qui permettent a la mucine
de former de longues chaines de polymereNtacétylcystéine est 'agent mucolytique le
plus largement utilisé par voie orale. Le Pulmoz@meu Dornasen, a pour principe actif
une désoxyribonucléase recombinante humaine. Dass sécrétions pulmonaires, les
concentrations en ADN extracellulaire sont trevéds. La Dornasa hydrolyse 'ADN du

mucus et diminue la viscosité des expectorations.

4.5.3. Traitements antibiotiques

La surinfection broncho-pulmonaire est le problémageur auquel sont confrontés les
patients. Les germes prédominant sénaureuset P. aeruginosaD’autres germes sont aussi
retrouvés, avec notammemt influenzaeetBurkholderia cepacia

Les antibiotiques utilisés appartiennent esseatight a trois familles : le§-
lactamines, les aminosides, les fluoroquinolonesoat utilisés par voie orale, intraveineuse

ou par aérosol.

4.5.4. Bronchodilatateurs

La classe thérapeutique utilisée est celle desriia®tiques.Trois situations peuvent
justifier l'utilisation des 3-2-mimétiques : au prours en période stable, avant le début de la

séance de kinésithérapie ou pendant les périoégaaBrbation.

4.5.5. Kinésithérapie respiratoire

Les séances de kinésithérapie sont réalisées pa&inésithérapeute, par I'un des
parents ou par le patient lui-méme. Ces séancesstent a évacuer le mucus contenu dans

les poumons afin d’améliorer la respiration. Maldgé grandes avancées des traitements
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médicamenteux, la kinésithérapie reste le seul moy@vacuer de maniere efficace le mucus

gui ne parvient pas a étre expulsé de maniéreaiktynar la toux.

4.5.6. La transplantation

La greffe pulmonaire peut apparaitre comme l'ultieours lorsque la qualité de vie
est sérieusement détériorée par I'évolutivité etgtavité de la maladie. L’insuffisance
respiratoire se soldant par une dépendance alentitt maximaliste (antibiothérapie
intensive répétée, assistance nutritionnelle, omgtiérapie...). Cependant cette option
thérapeutique présente des risques immédiats rgaierngent a plus long terme, avec les

risques de rejet du greffon et les effets indésisatles immunosuppresseurs.

4.5.7. Extraits pancréatiques

La fibrose kystiqgue du pancréas est la cause dsuffisance pancréatique exocrine
observée chez les patients atteints de mucoviseidiosst donc nécessaire, afin de permettre
au patient d’avoir une alimentation libre, d’ajautane supplémentation en extraits

pancréatiques comme la Pancréatine (Ctgon

4.5.8. Mucoviscidose et diabete

La fibrose pancréatique peut s’étendre et entraumex destruction des ilots de
Langerhans touchant de ce fait la sécrétion enaockia carence en insuline qui en résulte est
responsable du développement progressif d’'unedirgnte au glucose puis d’un diabéte.

Le patient développant un diabéete de la mucovisgdera traité par insulinothérapie du fait

de I'insulinopénie résultante.

4.6. Perspectives thérapeutiques

Les traitements actuels ont permis une forte autptien de I'espérance de vie des
patients. Toutefois, ils ne permettent pas de «iguda maladie mais se limitent a freiner
'apparition des symptdbmes. La recherche de noeseltratégies permettant d’abolir
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'ensemble des perturbations biochimiques de laaviscidose est donc cruciale pour aboutir

a un traitement satisfaisant.

4.6.1. Amélioration des traitements symptomatiques (Cystic-

Fibrosis-Foundation)

Les traitements symptomatiques sont actuellemes¢dd mode de thérapie utilisé en
pratique clinique dans le cas de la mucoviscidiis@écessitent des améliorations de maniere
a optimiser leur efficacité notamment pour le coletrde I'inflammation et des infections.
Des recherches sont menées afin de disposer desaumxnantibiotiques agissant sur les
souches résistantes aux traitements classiquesust gevelopper d’autres molécules ou
d’autres modes d’administration des anti-inflamnra® déja existants afin de limiter leurs
effets déléteres. Plusieurs essais cliniques coanéicette amélioration des traitements sont

actuellement en cours.

4.6.2. Thérapie génique

La thérapie génique consiste a introduire dansetolds cellules de I'organisme ou
dans une catégorie de cellules dites cellules gikle géne d’intérét thérapeutique afin qu'il
permette la production d'une protéine manquantduf{eedéficiente) ou d'un signal qui
conduira a la mort cellulaire (cellule infectée @ancéreuse). Le gene apporté a la cellule est
appelé transgéne. Dans le cas de la mucoviscidasagit du géne CF. Celui-ci pourrait étre
apporté soit de fagcon systémique soit localemetegemple au niveau des poumons ou de
I'épithélium digestif.

Apres des débuts prometteurs, la thérapie génigquam@u plusieurs accidents qui ont
freiné son développement clinique. Actuellementl s essai clinique de thérapie génique
de la mucoviscidose est en cours (Cystic-FibrosisaBation). Le traitement par thérapie
génique notamment de la mucoviscidose, est lieéaaldppement d’'un vecteur :

- capable de cibler les cellules produisant lagnat CFTR (cela inclut les cellules
ciliées de [I'épithélium pulmonaire, mais égalemdes cellules d’autres épithéliums
notamment digestif) ;

- permettant d’assurer une transfection stable dansemps ou autorisant des

administrations répétees ;
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- ne présentant pas d’effets indésirables notgires

- et enfin, pouvant étre produit en quantité saffie, facilement et selon des pratiques
de fabrication compatibles avec les exigences desités délivrant les autorisations de mise
sur le marché (AMM).

4.6.3. Activation d’autres transporteurs ABC

Cette perspective thérapeutique a été envisagteasia découverte par Lallemand et
al. d'une nette amélioration des fonctions respiras chez un patient atteint de
mucoviscidose et traité par chimiothérapie antiéagese pour un fibrosarcome (Lallemand,
1997).

Des études ont montré que la chimiothérapie emraine activation d’autres
transporteurs ABC, notamment les protéines P-gMR¥®. Ainsi, lorsqu’une protéine ABC
est mutée, le déficit fonctionnel qui en résultatpire pallié par la surexpression d’une autre
protéine ABC. Cela nécessite toutefois une analsigieturale et fonctionnelle entre les deux
protéines, ce qui est le cas ici entre CFTR et MRR un moindre degré, entre CFTR et la P-
gP.

Pour appliquer cette stratégie thérapeutique adaomiscidose, il est nécessaire de
développer des médicaments moins toxiques quegkesta anti-cancéreux activant d’autres
transporteurs ABC. La colchicine, qui est un inéuctde ces protéines, pourrait donc étre
utilisée dans ce but. En effet, cette moléculeisé# notamment dans le traitement de la
goutte, posseéde également un effet anti-inflammgtae qui la rend intéressante a deux
points de vue pour le traitement de la mucovis@d@dle a donc été étudiée lors d’'un essai
de traitement de la mucoviscidose (Sermet-Gauddl®89). Cet essai réalisé pendant six
mois sur un petit nombre de patients a montré gtierafavorable sur I'état clinique général
des patients, ainsi que sur leur fonction respmatd.es résultats de cet essai déja ancien,

n’ont toujours pas été confortés par une étudeisyrius grand nombre de patients.

4.6.4. Modulation d’autres canaux ioniques (Amaral, 2007)

La mutation de la protéine CFTR entrainant uneatitth de la conductance chlorure,
'activation de canaux ioniques autres que CFTRsts'avérée étre une perspective
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thérapeutique intéressante. En effet, les agenitspiapvoquent ou facilitent la sécrétion
d’électrolytes au sein du mucus ont un intérét damsucoviscidose.

Parmi les canaux chlorures, les canaux CIC 2 orétpiactivés (Cuppoletti, 2001).
Les canaux ENaC sont également considérés commeilles pour le traitement de la
mucoviscidose. L’activation de canaux potassiquesgalement été explorée. En effet, la
sécrétion transépithéliale de chlorure provoquegcpaplage électrique et osmotique, la sortie
de sodium dans la lumiére ; cela nécessite dortivaion du canal potassique basolatéral

afin d’hyper-polariser les cellules et de maintéaiflux d’'ions chlorures.

4.6.5. Thérapie protéique

Dans ce cas, la stratégie thérapeutique ne comsista transfecter un géne capable de
produire la protéine CFTR sauvage, mais a restdiaetivité de la protéine mutée. La
thérapie protéique est donc «classe dépendarm »effet, une mutation de classe |
entrainant une absence de synthése de CFTR neapmsrétre corrigée de la méme facon

gu’une mutation de classe IV concernant un défawtahductance.

4.6.5.1.Classe | (défaut de synthése)

Les aminosides (ou aminoglycosides) sont des attjoies utilisés dans le traitement
d’infections. Par alilleurs, ils sont connus depdesux décennies comme autorisant la
poursuite de la lecture de 'ARNm avec lequel datscomplexés, au niveau d’'un codon stop
au sein du ribosome, permettant a la traductiosedpoursuivre (through-reading) (Burke,
1985). Leur utilisation peut donc concerner lesatians de classe | avec apparition de codon
stop.

Des 1997, Bedwell et al, rapportent que la gentammiet la généticine, ou G418,
(Figure 9) sont capables de restaurer I'expressedeux lignées cellulaires portant chacune

une mutation stop différente pour la protéine CKBBdwell, 1997).
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Figure 9 : Structure de la généticinede la gentamicing et de PTC124

Des essais cliniques ont donc été réalisés de neaaiatiliser cette propriété dans les
cas ou la mucoviscidose est due a une mutation Gegpétudes ont montré un effet bénéfique
de la gentamicine tant sur les patients portank aeutations stop que sur les hétérozygotes
portant une seule mutation stop (Clancy, 2001 stténski, 2003).

Cependant, le développement de ces aminosides adtes indication apparaissait
difficile a plusieurs points de vue. Tout d’abolal biodisponibilité orale de ces molécules est
tres faible et ne permet pas leur administrapen os De plus, l'utilisation de ces produits
comme suppresseurs de codons stop sous-tendgitriseefréquente et a doses relativement
élevées, or les aminosides possedent une ototoriciine néphrotoxicité importantes.

Ces toxicités étant dose dépendantes, il était dwoessaire de trouver d’autres
molécules possédant un effet thérapeutique idemtmu supérieur, mais sans présenter le
méme type d'effets indésirables.

Dans ce but, une nouvelle molécule appelée PTC¥24 développée. Cette molécule
aurait une efficacité supérieure a la gentamiciames savoir les mémes effets indésirables.
PTC124 est entré en essai clinique de phase | ien 2004 et a montré une bonne
biodisponibilité par voie orale, un profil de tad@ice satisfaisant permettant d’atteindre des
concentrations plasmatiques en accord avec I'éétsduhaitée. PTC 124 fait actuellement

I'objet d’essais cliniques de phase Il aux Etatsslén en Israél (Cystic-Fibrosis-Foundation).
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Cependant, la poursuite de la traduction a trawerscodon stop ne va pas
nécessairement résoudre les problémes biochimidtreseffet, la liaison de la molécule
active au codon stop va permettre la poursuiteadeatuction en incorporant un acide aminé
aléatoire ce qui peut donc correspondre a une csioved’'une mutation de classe | vers une

mutation de classe Il a VI (Kerem, 2006).

4.6.5.2. Classe Il (défaut de maturation/adressage) (Amaral007)

La mutation la plus fréquente du gene @F508, est responsable de la production
d’'une protéine non adressée a la membrane maigprggente une faible activité canal
chlorure lorsque elle y est intégrée. Aussi, debereches ont été menées afin de découvrir des
molécules capables de restaurer I'adressage det@inme CFTRAF508. Ces composés sont
appelés correcteurs. Il en existe trois types : deaperonnes chimiques (composés qui
miment les effets des chaperonnes moléculairesreil@s), les pharmacochaperonnes
(identiques aux précédents composés mais spédfiguee cible) et les composés qui
ciblent les chaperonnes moléculaires naturellesnedifiant leurs niveaux d’expression ou

leurs capacités d’interaction avec la protéineaiifite (Amaral, 2007).

Parmi les chaperonnes chimiques, on peut citerlyeéml, le myo-inositol, le
diméthylsulfoxide (DMSO), la taurine et la bétaies composés ne sont pas spécifiques et
nécessitent de fortes doses pour exercer leurnaat® qui empéche leur utilisation comme
médicament.

Les composés ciblant les chaperonnes moléculaiogsprennent notamment le
butanoate de sodium (ou butyrate de sodium), Ieéhyl-butanoate de sodium (ou 4-phényl-
butyrate de sodium), et le miglustat (Figure 10).

OH

HOy,, N AN

HO - 9

Figure 10 : Structure du miglustt
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Ce dernier composé également appélgutyldéoxynojirimycine olNB-DNJ, qui est
un inhibiteur des 1,2-glucosidases, permet de usstal’adressage de la protéine
CFTR/AF508 (Norez, 2006). Cette molécule fait partie fleatements prescrits dans les cas
de maladie de Gaucher et est actuellement testeallessais cliniques de phase Il pour le
traitement de la mucoviscidose.

Plusieurs autres composeés ont été identifiés comimaemacochaperonnes. Il s’'agit
notamment du sildénafil, du curcumin, des dérivés lknzo[c]quinolizinium ou de
guinazoline. Un certain nombre de ces composésadi des potentiateurs de CFTR qui
exercent leur effet correcteur par une liaison ai@eavec CFTR. Ces molécules seront

décrites dans le paragraphe « 6. Modulateurs dd&rRGET

4.6.5.3. Classe Il (Défaut d’activation), IV (Défaut de canductance)
et V (Faible quantité par défaut d’épissage)

Il s’agit dans ce cas de restaurer la fonction kcalmlarure qui est déficiente. Parmi les
molécules capables de restaurer ou d’augmentamietion canal chlorure de CFTR, on en
différencie deux types : les potentiateurs qui samiifs sur le canal CFTR préactivé par le
systeme AMPc dépendant, et les activateurs qui capdbles de stimuler CFTR de fagon
autonome (Kerem, 2006).

L’activation chimique de la protéine CFTR est ueespective pour laquelle beaucoup
de résultatan vitro ont été obtenus. Cependant, ce type de thérapiponga pas étre
généralisé a tous les patients. En effet, il esesgaire que la protéine soit présente sur la
membrane, ce qui exclue les malades souffrant dmwacidose de classes | et Il. Toutefois,
on peut envisager d’associer: un correcteur dedrdssage de CFTR a un
activateur/potentiateur dans les mutations de tiypeu un suppresseur de codon stop et un
activateur/potentiateur dans les mutations de typ€ependant, il est probable que les
activateurs ne seront pas actifs sur toutes leations, ce traitement se fera donc au cas par
cas en fonction du génotype du patient.

Les différentes molécules actives mises en évidsammt présentées en détail dans le
paragraphe « 6. Modulateurs de CFTR ».

Pour les mutations de type IV, une autre approcivesageable consiste a maintenir
dans la cellule un taux élevé d’AMPc (Zeitlin, 1989 donc un taux de phosphorylation élevé
du domaine R.

- 45 -



Pour les mutations de type V, on peut ajouter ureamode d’action : la modulation
de facteurs d’épissage. En effet, des études onttrénaue la transgénése de facteurs
d’épissage aboutissait a 'augmentation du nivéaxpdession de la protéine CFTR normale,
alors que la lignée cellulaire contient un genetgrdr une mutation d’épissage (Nissim-
Rafinia, 2004).

4.6.5.4.Classe VI (Défaut de régulation d’autres canaux iongues)

Pour ce type de mutations, la thérapie proteiqQuE€EER n’est pas une perspective
thérapeutique majeure. En effet, la fonction camébrure est conservée, l'action directe sur

d’autres canaux est donc a privilégier.

4.6.6. Conclusion sur les perspectives thérapeutiqu  es

Les perspectives de thérapies de la mucoviscidosg¢ sombreuses et variées.
Cependant, quelques unes apparaissent plus prosegtela thérapie génique ne peut pas
étre considérée comme une solution a court terme uglisation en pratique clinique pour le
traitement de la mucoviscidose est suspendue aadediorations techniques dont la
découverte conditionne son développement futur.

La poursuite de la traduction a travers un codop gtace a un agent chimique est une
thérapie qui concerne environ 10 % des patiengsnégtde mucoviscidose de classe I. Cette
technique est prometteuse puisqu’elle pourrait pérela production de CFTR. Toutefois, il
n’est pas certain que la protéine traduite soictionnelle.

La restauration de la maturation et de l'adressegijeune des perspectives les plus
porteuses d’espoir. En effet, le miglustat est @mgment prometteur. D’'une part, car il
pourrait permettre de traiter les patients atteitetda mutation la plus fréquentaF508. Et
d’autre part, car étant déja utilisé pour le tragat d’'une autre maladie, il pourrait étre mis
sur le marché rapidement s’il s’avere efficace dut&@valuation clinique de phase Il en
cours.

L’activation de transporteurs ABC différents de G&st un axe de traitement dont
I'évaluation est difficile du fait du faible nombie données et d’essais cliniques sur cette

perspective. On peut tout de méme supposer qestauration du transport chlorure par cette
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meéthode ne sera pas compléte. En outre, certamnetidns de CFTR, comme la régulation
du fonctionnement d’autres canaux ioniques, nensesans doute pas rétablies, aboutissant a
la persistance de certains symptdomes. De pluserttaic nombre d’effets indésirables est a
prévoir. Les transporteurs ABC assurant l'efflux deibstances biologiques et de
xénobiotiques des cellules, des perturbations Iniagles ainsi que des résistances a d’autres
traitements médicamenteux pourraient apparaitaars de leur activation.

La recherche de modulateurs d’autres canaux iosigcenaux chlorures autres que
CFTR, canaux sodiques ou canaux potassiques) estaphncée. Cependant, cette thérapie
présente un certain nombre d’aspects négatifs, mmoent concernant la persistance
éventuelle de certains symptdmes dus au fait gegecamposés agissent uniguement sur un
canal donné.

La stimulation de CFTR apparait donc comme une ppetive thérapeutique
particulierement intéressante. En effet, cetteaghiér pourrait concerner toutes les classes de
mutations (en association avec un suppresseurdi&iop pour la classe | ou un correcteur

de I'adressage pour la classe II).
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5. Diarrhées sécrétoires

Les diarrhées sécrétoires sont une des premiensssae mortalité infantile dans les
pays en voie de développement. Elles peuvent atreées par différents stimuli tels que des
toxines bactériennes, des médiateurs de l'inflanomaiu encore des hormones dans certains
cancers.

Ce type de diarrhées se caractérise par une féperdition hydrique accompagnée
d’'une perte ionique importante, notamment en ioilcarbonates et potassium. Lorsque la
cause est infectieuse, les agents impliqués sojuritairementVibrio cholerae responsable
du choléra, eToxigenic Escherichia coliesponsable de la plupart des « turista » oulthag
du voyageur. Ces deux microorganismes sécrétertogie®s qui, apres leur pénétration dans
les cellules de I'épithélium digestif, entraineneuorte hausse de la concentration en AMPc.
Cette augmentation aboutit & une importante stiimale CFTR responsable d'une hyper-
excrétion d’ions chlorures accompagnés de sodiuieat.

Le traitement actuel des diarrhées sécrétoirepragtipalement symptomatique et est
basé sur une réhydratation par voie orale a I'dalsolutions contenant du glucose et des sels
minéraux. Dans les cas de choléra, une antibigtieest frequemment associée de maniere a
diminuer la sévérité de la maladie (Thiagarajal)5}0Les anti-diarrhéiques sont inefficaces
dans les cas de choléra et doivent étre utilisés @vécaution dans les diarrhées d’origine
infectieuse du fait du risque de diminution de #éuation du pathogéne par les selles (Field,
2003).

Des inhibiteurs de CFTR diminuant la perte hydrighesaline pourraient donc étre

développés en tant que traitement des diarrhéestsites.
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6. Modulateurs de CFTR

Comme nous l'avons vu dans les paragraphes présédanmodulation de CFTR
présente un fort intérét thérapeutique. Les a&iwat (qui sont capables de stimuler CFTR de
facon autonome) et les potentiateurs (qui sonfsastir le canal CFTR préactivé par le
systeme AMPc dépendant) pourraient étre utilisés [@traitement de la mucoviscidose. Les
inhibiteurs quant a eux offrent une perspectiveapéutique envisageable dans le traitement
des diarrhées sécrétoires. De plus, ils pourr@tetutilisés comme outils pharmacologiques
pour permettre des études fondamentales sur laipeo€FTR ou pour la découverte d’autres
modulateurs de cette derniere.

La pharmacologie des canaux CFTR est tres richeeftety depuis la caractérisation
biochimique de la protéine CFTR (Riordan, 1989), pbarmacologie est apparue d’une
grande importance. Ainsi, aux premiéres découveatgesnodulateurs principalement basée
sur des hypothéses de similarités de structuréagtiah se sont ajoutées de nombreuses
classes chimigues issues de criblage a haut dékthimniothéques de plusieurs dizaines de
milliers de composés.

Apres avoir abordé les difféerents mécanismes de umattdn de CFTR, nous
présentons ci-aprés le plus exhaustivement postésledifférents modulateurs de CFTR
connus en discutant de leur mode d’action, avandéailler les résultats obtenus avec un

inhibiteur et un potentiateur mis en évidence &oiatoire.

Les évaluations effectuées sur les modulateursept&s ci aprés sont généralement
réalisées par des tests cellulaires (tests d’efflions, tests de « patch clamp » par différentes
techniques) ou plus rarement par des tests tisssl@Chambre de Ussing) en utilisant des
lignées cellulaires tres variées. Cette multiphiade techniques et de systemes d’expression
cellulaires rend difficile la comparaison entre \@deurs obtenues pour les modulateurs par

des tests différents.

Il est possible de moduler CFTR de deux maniésest.en agissant sur son systeme

de régulation, soit par fixation directe de modelas sur la protéine (Becq, 2006).
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6.1. Modulateur du systeme de régulation de CFTR (C  ai, 2003)

Le fonctionnement de CFTR est lié a régulationatedomaine R géré par le systeme
protéines kinases/protéines phosphatases lui-méusela dépendance du systéme AMPc (Cf
Intro 3.1.7).

Ainsi les kinases, comme la PKA et la PKC, sont desvateurs de CFTR. Les
inhibiteurs des phosphatases tels les ions flusreiréa calyculine A I'activent également tout
comme le bromotétramizole et le |évamisole, mais c@mposés ne sont pas sélectifs de
CFTR.

Des analogues de I'AMPc insensibles aux PDE tel ART-AMPc (8-(4-
chlorophénylthio)-adénosine monophosphate-3’,5%qye) ou des activateurs de I'adénylate
cyclase comme la forskoline (fsk) sont connus @ativer CFTR.

On retrouve également des inhibiteurs des PDE cotiamginone et la milrinone ou
'IBMX qui est un dérivé xanthique. Ce dernier égialement un potentiateur de CFTR (Cf
Intro 6.2.1.2).

Les molécules actives citées précédemment, notamiadsk, sont surtout utilisées
comme outils pharmacologiques. En effet, pour \eltdpement de modulateurs dans un but
thérapeutique, la sélectivité est une qualité ingrae, aussi, on privilégiera des modulateurs
se fixant directement sur la protéine CFTR pouffr&achir d’éventuels effets secondaires
(Becq, 2006).

6.2. Modulation par liaison directe (Cai, 2004)

Les activateurs ou potentiateurs de CFTR agissantlipison directe se fixent
directement a la protéine CFTR et exercent leurigetpar effet compétitif ou allostérique.
lls sont généralement liés aux NBD ou ils intersgig avec le site de fixation de 'ATP.
Cependant, certains se fixent sur le domaine R g@oe, pour d’autres, le site de liaison n’est

pas connu.
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6.2.1. Activateurs/Potentiateurs (Cai, 2003 ; Becq, 2006 ;
Amaral, 2007)

6.2.1.1.Les analogues de 'ATP

I a été montré que le 2’-désoxy-ATP et le 3'-dgs@P activent CFTR en
augmentant le temps d’ouverture du canal. Cetieraest due a une plus forte affinité de ces

deux composeés pour les NBD par rapport a 'ATP (2a03).

6.2.1.2.Les xanthines

Le premier activateur de CFTR décrit est 'IBMX dBre 11). Son mode d’action est
resté longtemps controversé car il est connu comménhibiteur des PDE. Toutefois, de
nombreuses études ont prouvé qu’il stimule CFTR yree voie indépendante du systéeme
AMPc a des concentrations de I'ordre de 100 pMagit en augmentant la fréquence et la
durée d’ouverture du canal. A forte dose, I'lBMX eshibiteur de CFTR.

D’autres dérivés xanthiques ont été synthétisédestrelations structure-activité ont
éte établies. Les xanthines les plus intéressao@sX-33, CPX et DAX. X-33 possede une
activité comparable a I'lBMX mais ne nécessite gagréactivation du systeme AMPc. Par
contre, X-33 est sans effet sur les autres canhlotwres et n'est pas inhibiteur des PDE.
CPX et DAX agissent sur la protéine sauvage et en@ETRAF508 dans une gamme de
concentration de 0,02 a 10 uM suivant les tesectfés (Amaral, 2007).

S0 o0
SO0 O~

X-33 |

Figure 11 : Structures des principales xanthinésat CFTR
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6.2.1.3.Les benzog]quinoliziniums (Becq, 2006)

Ces composeés ont été mis en évidence en tant iyateetrs de CFTR en 1999, suite
au criblage d'une petite chimiotheque de composérbcycliques (Becq, 1999). La
premiere molécule identifiée fut le MPBO7 (Figui® fjui présente une EgEd’environ 100
MM sur CFTR-wt. Le composé MPB91, qui differe dégadent par une chaine butyle, a
guant a lui, montré des activités sur la protéengvage et mutée G551D &£F508 (EGo par
le test d’efflux de 85 uM, 85 uM et 250 uM respestnent).

MPB-104

Cl
Figure 12 : Structures de trois bendq[inoliziniums (MPB)

MPB91 est le composé le plus étudié de cette cldlssiagit d’'un activateur et non
d'un potentiateur puisqu’il ne nécessite pas deagir¢ation par le systeme AMPc pour
stimuler CFTR. Il n'a pas montré d’activité ni sdiautres canaux chlorures, ni sur la
concentration en AMPc, ni sur l'activité ATPaseNRD1 et 2.

Son mode d’action reste mal élucidé et son sitéad®n n’a pas été identifié. MPB91
et d’autres composés de cette classe ont égaleptésénté une activité correctrice de
l'adressage de la protéine CFARA08 en inhibant sa dégradation et en permettamt so
insertion dans la membrane. Le composé le plubadetette classe est MPB-104 qui possede
une EGo de 1,7 et de 0,8 puM respectivement sur protéine/egge et mutée G551D
(Marivingt-Mounir, 2004).

Les benzoquinoliziniums sont donc de bons candidaur ['activation
pharmacologique de CFTR. Cependant, aucun essdgudi n'a été rapporté avec ces

COMpOSES.

6.2.1.4 Les flavonoides

La génistéine est une isoflavone dérivée du sojapqaseéde une activité tyrosine
kinase (Figure 13). Elle agit sur CFTR par un méraa allostérique entrainant une forte
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réduction du temps de fermeture du canal. Elle neam « effet cloche » dans la relation de
I'activité en fonction de la concentration : pofatrice pour des concentrations inférieures a
50 uM, elle devient inhibitrice pour des concenmdrag plus élevées. Il semblerait qu’a
concentration faible, elle se lie préférentielletmanNBD2 a proximité de la glycine 1349
stimulant CFTR, par contre a forte concentratida sé lie aussi a NBD1 a proximité de la
glycine 551 et exercerait dans ce cas une actiiti®itrice.
La génistéine est active sur la protéine sauvagereies mutationdF508 et G551D,

mais n’est pas spécifique des canaux chlorures CFTR

D’autres flavonoides naturels, comme I'apigénieekaempferol et la quercitine, ont

également montré des activités comparables et uhe ndéaction similaire a la génistéine
(Figure 13).

HO ‘ OH OH
HO o O
N (1]
OH OH

Genlstelne

OH O
Aplgenlne Kaempferol

UCCF-029 - OH O

Quercitine

Figure 13 : Structures de la génistéine, de I'apig® du kaempferol, de la quercitine et de deuivésg

synthétiques de flavonoides agissant sur CFTR

Un criblage haut débit d’'une chimiotheque de déridé flavonoides a permis la mise
en évidence du composé UCCF-029. Suite a une atiion de ce «lead », le composé
UCCF-339 a été synthétisé et a montré un Kd detidsur CFTR (Figure 13). Toutefois ce
composé, qui agit de la méme maniere que la gémistéd’a pas montré d'activité sur les
protéines mutées (Becq, 2006).

La génistéine n'est pas spécifigque de CFTR et etiveaa des concentrations
micromolaires, ce n’est donc pas un bon candidatr pm développement thérapeutique.
Quant a ses dérivés, le plus actif d’entre euxis&mt pas sur les principales mutations, ils
sont donc plus a considérer comme des outils plarogiques. De plus, ces composeés

manquent de selectivité vis-a-vis de CFTR.
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6.2.1.5.Les benzimidazolones et la chlorzoxazone

Le composé NS004, qui posséde une structure bateawoione (Figure 14) et qui
avait été développé en tant qu'activateur de carpiassiques, a montré une activité sur
CFTR. Ce composé peut agir sur la protéine nonpitarylée, mais il est plus actif sur la
forme phosphorylée. Il posséde uneskfaible, de I'ordre de la centaine de nanomolatre e
est actif sur un grand nombre de mutations dé®08 et G551D.

Ce composé s’est par contre révélé incapableimellst CFTR lors de tests sur tissu
contrairement a un autre benzimidazolone : 1-EBlQutefois les concentrations nécessaires
pour obtenir cette activation étaient beaucoup @legées (0,6 a 1 mM).

D’autres dérivés de benzimidazolone ont donc éhsgyisés et évalués. Parmi ceux-
ci, les composés DCEBIO et UCCF-853 se sont av@mesde bons activateurs de CFTR
(ECso de I'ordre de la dizaine de micromolaire) et beaycplus sélectifs que NS004 (Caci,

2003).
/Q/O Q/CI
HO
= L
F5C N

N
H
UCCF-853
H H
N cl N
cl N
1-EBIO \\ DCEBIO \\

Figure 14 : Structures des principaux dérivés beitgzolones activant CFTR

T
w
zZ

P

Une molécule voisine des précédentes a présent@ativité potentiatrice de CFTR

par le méme mécanisme (Singh, 2000). Il s’'agit de chlorzoxazone de structure

Joo.

Figure 15 : Structure de la chlorzoxazone

benzoxazolone (Figure 15).
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6.2.1.6.Les phénantrolines et les benzoquinoléines

Du fait de leur parenté structurale avec les MRBgrand nombre de phénantrolines
(Figure 16) ont éte évaluées comme activateur dERCEe composé le plus actif est la 1,10-
phénantroline qui possede unesg@e 650 uM. Des composés voisins, les benzoquimesei
ont présenté des activités sur CFTR. Le meilleentie eux, la 5,6-benzoquinoline a une
ECso de 34 uM. Par la suite un autre composé, dérigéatiinoléine, a été développé : CBIQ
(ECso de 4 uM).

/ \

\/\<—//

1,10-phenantroline 5,6-benzoquiniéline o] CBIQ

Figure 16 : Structure de la 1,10-phénantroline7 @dbensoquinoéline et de CBIQ

Ces composés sont faiblement inhibiteurs des PRAgissent en tant que modulateurs
allostériques avec un « effet cloche » en fonctierla concentration. lls sont efficaces sur la
protéine sauvage et sur la protéine muké®08. CBIQ a également montré une activité
activatrice sur les canaux KCNN4 (Szkotak, 2004).

Il est toutefois difficile d’envisager un développent clinique des ces composés. En

effet, ces molécules polycycliques présentent deprigtés intercalantes dans I'ADN et

complexantes vis-a-vis de certains métaux.
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6.2.1.7.La phloxine B et le rose Bengale

La phloxine B et le rose Bengale (Figure 17) saeg dérivés de la fluorescéine de
couleur rose. Ce sont des bloqueurs de canaux Bd. évaluation sur CFTR a révélé un

effet similaire a celui de la génistéine (effet atle, inhibiteur a forte dose, activateur

allostérique) avec des BgXe 'ordre de la centaine de nanomolaire.

Cl Cl
Cl Cl Cl Cl
Cl COOH Cl COOH
Br X I Br l R I I
HO (0] (@] HO (0] (@]
Br Br I I
Phloxine B Rose Bengale

Figure 17 : Structures de la phloxine B et du ®epgale

Du fait notamment des risques de coloration etealeg manque de spécificité, la
phloxine B et le rose Bengale restent des outigplacologiques.

6.2.1.8.Les tétrahydrobenzoaminothiophénes (Yang, 2003)

Les tétrahydrobenzoaminothiophénes (Figure 18¢tnidentifiés par criblage a haut
débit de plus de cent mille petites molécules sliules exprimant la protéine CFTA#508
préalablement adressée a la membrane par cultsreetieles a 27 °C.

Parmi les six classes chimiques identifiées par agiblage, les
tétrahydrobenzoaminothiophenes sont les plus isgéardgs car ils sont non toxiques, ne

requierent que de faibles concentrations en AMRossédent un Kinférieur a 100 nM.

Figure 18 : Structure de type tétrahydrobenzoarhiophéne
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6.2.1.9.Le curcumin et la capsaicine

Le curcumin (Figure 19) est un produit naturel aixtd’'une plante herbacée utilisée
comme épice notamment dans le curry. Des résalbatsadictoires ont été décrits concernant
son effet correcteur (Davis, 2004). Un essai cliviq été effectué pour évaluer son effet
correcteur et n'a pas montré de résultats satsfti$Jn autre essai est en cours en utilisant le

curcumin a des doses supérieures (Cystic-Fibramiswdfation).

Par contre, il a été montré par plusieurs équipeslg curcumin est un potentiateur
efficace des canaux CFTR sauvage ou muté. Son Iiséuard’action, qui nécessite une
phosphorylation du domaine R, ne requiert ni laélisation des NBD, ni leur liaison a
'ATP, permettant une action sur les mutations @sse 11l comme G551D (Berger, 2005 ;
Wang, 2007 ; Hao, 2008).

(@]
(J
HO OH
P <

Figure 19 : Structure du Curcumin

Le curcumin est une molécule trés réactive. Ent,effe composé peut réagir avec les
nucléophiles cellulaires en addition de Michaétexti sur plusieurs sites. De plus, du fait de

sa structure phénolique conjuguée il est sensibéxgdation.

Un autre composé présent dans les épices a prasantactivité sur CFTR. En effet,
la capsaicine (Figure 20), composant actif du ptmest également potentiatrice de CFTR

sauvage, G551D &F508 (EGo de 48 uM) (Ai, 2004).
HO

ZT

\o N

Figure 20 : Structure de la capsaicine
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6.2.1.10.Les 1,4-dihydropyridines

Les 1,4-dihydropyridines (Figure 21) ont été mises évidence en tant que
potentiateur de CFTR suite au criblage d’'une chin@ique contenant des médicaments
commercialisés (Pedemonte, 2005).

Ces composés, utilisés comme agents antihypertensgissent sur les canaux
calciques. Une étude de structure-activité a emstté entreprise de maniére a augmenter
l'activité sur CFTR et a diminuer I'effet sur learmaux calciques (Pedemonte, 2007). Les
composeés issus de cette étude sont actifs suotéipe sauvage et sur les mutatiafrb08 et

G551D avec des Ka de I'ordre du micromolaire.

Figure 21 : Structure des 1,4-dihydropyridinessés comme potentiateur de CFTR

6.2.1.11 L es pyrrolo[2,3-b]pyrazines

Une petite librairie de pyrrolo[2,Blpyrazines (Figure 22) a été évaluée vis-a-vis de
l'activation de CFTR (Noel, 2006). Le composé RPH3Y activateur de CFTR sauvage et
mutée (G551D eAF508). Ce composé ainsi qu’'un analogue (RP108gtinévalués par un
test de courant de court-circuit et ont montrésE@sg relativement élevées (de I'ordre de la

centaine de micromolaire).

RP107 RP108

Figure 22 : Structures de deux pyrrolo[B]pyrazines activant CFTR : RP107 et RP108
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6.2.1.12.Dérivés d’isoxazoles (Sammelson, 2003)

Une classe de dérivés de 3-(2-benzyloxyphenyl)®zobes et isoxazolines (Figure 23)
a été mise en évidence par Sammelson et al. (Saome003). Les meilleurs composés
présentent des Egde 20 a 50 uM.

N/O N/O

(0]

o ¢
— R —R2
F

Figure 23 : Structures des dérivés de 3-(2-bengyplbanyl)isoxazoles et isoxazolines

6.2.1.13 Autres molécules activatrices/potentiatrices

Une équipe chinoise a mis en évidence plusieurssetade potentiateurs de CFTR
(Liu, 2007 ; Jin, 2008). Il s’agit la plupart durips de composés naturels identifiés grace a un
criblage de chimiothéque. Parmi eux, la magnolina dictamine (Figure 24) ont permis une
potentialisation de CFTR par un mécanisme probadléaison directe.

\O
.\\\\
X

Hlte aillH

G
N \\\\‘
Dictamine
Magnoline

Figure 24 : Structures de la dictamine et de lanuolge

Un autre compose, de type bicyclooctane, a égaleéiénidentifié comme activateur
sélectif de la protéine CFTR/G551D (He, 2004).

Par ailleurs, des dérivés de ginsénosides (FigbyéAmaral, 2007 ; Liu, 2008) et un
composé de structure limonoide (deCarvalho, 2002)mntré une activité potentiatrice sur

CFTR sauvage et mutée.
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Figure 25 : Structure générale des ginsénosides

Le composé NPPB-AM et des analogues ont égaleni&niiéérits comme potentiateur
de CFTR (Wang, 2005). Cette molécule est dérivédlEBB qui est un agoniste mixte. En
effet, ce dernier est capable de stimuler le trarisp travers le canal mais aussi d’inhiber

CFTR par un mécanisme de blocage du pore (Cf 6.2)2.

B O ‘ ) \/\/@

NPPB-AM NPPB

O,N

Figure 26 : Structure de NPPB-AM et NPPB

D’autres criblages ont mis en évidence différemiasses de molécules. Parmi celle-
ci, on peut noter un dérivé sulfamoylé (SF-03) eé yphénylglycine substituée (PG-01)
(Figure 27) qui présentent une activité sur CFAFRY08 (Pedemonte, 2005) avec deslK 20
nM et de 70 nM respectivement.

édﬁ*ﬁé

SF-03

Iz

NH

PG-01

Figure 27 : Structures de SF-03 et de PG-01
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Au cours d'un autre criblage, des dérivés d’hydomumarine, de thiazolidine et de
tétrahydrocarbazole ont présenté une activité piatece avec des Kinférieur a 200 nM
(Ma, 2002).

Des anesthésiques généraux tel que l'octanol eitré'® n-alcools ont également
montré des propriétés potentiatrices sur CFTR spuetAF508 (Marcet, 2004). Cette action
n‘est pas due a une augmentation de la concemratio AMPc et nécessite une
préphosphorylation. Toutefois les concentratioressgaires a cette action sont élevéessy EC
d’environ 600 puM.

Des dérivés d’anthracéne sont aussi connus comtivataars de CFTR (Ai, 2004).

6.2.1.14.Le composé VX-770 (Cystic-Fibrosis-Foundation)

Ce composé développé par la société Vertex Phatrieals est actuellement en essai
clinique de phase Il. Cet essai inclut des patipottant la mutation G551D. Les résultats de
la phase Ila montrent une amélioration de la famcpulmonaire et des normalisations des
valeurs cliniques de plusieurs tests d’évaluatienl’dctivité de CFTR (test de la sueur,
différence de potentiel nasal) chez les patieaitss par VX-770.

La structure de ce composé n'est pas disponibletefais, il est possible que ce
composé soit de type pyrazole substitué (Figurep2@3qu’un brevet déposé par la méme
société protege ce type de structure trés large yoeiapplication thérapeutique dans le cadre

du traitement de la mucoviscidose (Vangoor, 2004).

Rl
R /
N
[
/
R3
R4

Figure 28 : Structure de type pyrazole substite&édiée pour la modulation de transporteurs ABC
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6.2.1.15.Conclusion sur les activateurs/potentiateurs

Comme nous venons de le voir, la pharmacologie adis¥ateurs/potentiateurs de
CFTR est trés riche et comporte de nombreuseseslagsimiques différentes, notamment
grace a I'apport des techniques de criblages. @eatersité chimique reflete la complexité de
la protéine CFTR avec des voies de régulationadtivation modulables.

Les modes d’action pouvant aboutir & une activatiorcanal ionique sont donc tres
nombreux, tout comme les sites de liaison possilolass les cas de liaison directe). De plus,
le spectre tres large des mutations connues de CRJdwplique la recherche
d’activateurs/potentiateurs.

La recherche de composés chimiques activant CFTiRtres active avec de
nombreuses équipes impliquées. L'essai cliniquecams sur VX-770 tend & montrer que le
criblage peut conduire a des résultats applicaishepratique cliniqgue et que I'activation de
CFTR est une perspective thérapeutique prometteuse.

Parallelement a I'avancée des connaissances fomdale® sur la protéine CFTR, il
semble probable que de nouvelles classes chimidlaesivateurs seront découvertes. Et
réciproguement, le développement de nouveaux aetivsde la protéine CFTR pourra faire

progresser I'étude fondamentale de cette protéine.

6.2.2. Inhibiteurs agissant par liaison directe (Ca i, 2003)

Il existe deux types différents d’inhibiteurs agisspar liaison directe a CFTR (Figure
29). Certains sont des inhibiteurs allostériqueswgnt entrainer une fermeture du canal.
D’autres sont appelés « open-channel blockers »sddé généralement de gros anions qui
vont pénétrer dans le canal CFTR lorsque celustiea position ouverte et une fois placés a

I'intérieur vont empécher le passage des ions ahdsr
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Figure 29 : Mécanisme d'action des inhibiteurs d€TR (Partie centrale : fonctionnement de CFTR en
'absence d'inhibiteur ; Partie gauche : un intghit allostérique (G) ici placé a l'interface erre deux NBD
va entrainer la fermeture du canal ; Partie droite bloqueur du canal ouvert ffest placé a l'intérieur du

canal empéchant le passage des ions chlorurestéadlaprées (Cai, 2004)).

6.2.2.1.Les blogueurs du canal ouvert
6.2.2.1.11a phloxine B

Comme nous l'avons vu précédemment la phloxine IB edse Bengale sont, a fortes
doses, des inhibiteurs de CFTR de type bloqueursadal ouvert probablement en raison de

leur caractére anionique a pH physiologique.

6.2.2.1.2Les acides organiques (Cai, 2003)

La plupart des bloqueurs du canal ouvert sont dees organiques ionisés a pH
physiologiques qui agissent de maniére non spéefgyr CFTR. Parmi eux, on retrouve des
acides gras comme les acides butanoique, 4-phéagliique, arachidonique, linoléique,
oléigue ou palmitique (Linsdell, 2000).

Des acides carboxyligues aromatiques comme legefcidlumique et flufénamique
(Figure 30) qui sont des anti-inflammatoires noéradiens, I'acideN-phénylanthranilique
(DPC) ou encore comme la lonidamine (qui est unbitéur des hexokinases) et un de ses
analogues (AF2785) (Gong, 2002) inhibent égaler@éfitR.
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Figure 30 : Structures des acides carboxyliquesatiques inhibant CFTR de fagon non sélective

L’acide 5-nitro-2-(3-phénylpropylamino)-benzoiqué&RPB) (Figure 31) est un
agoniste mixte capable de stimuler le transportgets le canal mais aussi d’inhiber CFTR
par un mécanisme de blocage du pore (Cf 6.2.1NIBPB possede une charge négative a pH
physiologique car la fonction acide carboxyliqueiesisée. Son analogue non ionisé, NPPB-
AM est quant a lui un potentiateur pur. On peut agquer que la transformation de la
fonction acide carboxylique portée par NPPB en ansisr NPPB-AM, entrainant la perte de
la charge, permet d’abolir la capacité a bloquealeal CFTR.

HO o) H,N o)

ZT

NPPB O,N NPPB-AM

O,N
Figure 31 : Structures de NPPB et de NPPB-AM

Deux antidiabétiques portant une fonction acidéaeylique ont également montré
une activité inhibitrice de CFTR. Il s’agit du miiglide et du mitiglinide (k de 180 et 270
MM respectivement) (Figure 32). Ces deux composéont pas sélectifs de CFTR puisqu’ils

sont également inhibiteurs des canauxaK

-64 -



Cl

Iz
2

H
o Méglitinide COOH O Mitiglinide

Figure 32 : Structures du méglitinide et du mitiglie
Des acides sulfoniques sont également inhibitear€ETR. Il s’agit de I'acide 3N-

morpholino)propanesulfoniqgue (MOPS), de [I'acide ’'-djsothiocyanostilbéne-2,2'-
disulfonique (DIDS) et de l'acide 4,4’-dinitrostéhe-2,2’-disulfonique (DNDS).

0
/,
N/\/\S/\
/ N0
HO
MOPS
OH
¢ DIDS DNDS
S

Figure 33 : Structures des acides sulfoniques ariiCFTR de facon non sélective

Les molécules décrites précédemment portent tautesfonction acide carboxylique
ou acide sulfonique ionisées a pH physiologiquetteCeharge négative est probablement
importante dans le mécanisme d’inhibition. En effl@ETR étant un canal anionique, la
charge portée par ces composés va permettre urrecappaisée vers le pore du canal
entrainant par la suite son blocage. Ces moléamesont pas sélectives de CFTR et

nécessitent généralement de fortes doses pouibiénh

6.2.2.1.3Les anions organiques

Des anions organiques comme le gluconate, le ghtm@net le glutathion sont

inhibiteurs de CFTR lorsqu’ils sont présents suatze intracellulaire de la membrane.
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6.2.2.1.4Les sulfonylurées

Le glibenclamide et le tolbutamide (Figure 3’), @esulfonylurées hypoglycémiantes
utilisées comme antidiabétiques, sont inhibite@r&#TR. Ces composés sont assez efficaces
(ICso de 40 et 400 uM) mais ne sont pas spécifiquesrdgtdonc utilisés uniguement comme
outils pharmacologiques.

O\// )k

Glibenclamide

O\//)k/\/\

H

Tolbutamide

Figure 34 : Structure du glibenclamide et du tadimitle
Il a également été rapporté que deux sulfonylua¥esnatiques, DASU-02 et LY-

295501, inhibent CFTR de fagon réversible et efgclGo de 10 et 150 pM) mais tres peu

de données sont disponibles, concernant ces deopases (Cai, 2003).
6.2.2.1.5La phlorétine

Un dérivé polyphénolique, la phlorétine, est unibitbur non sélectif de CFTR, actif

uniguement apres administration sur la face extdenla membrane (Kgde 200 puM).
OH O

Cette molécule, du fait de sa structure polyphéuelj doit étre ionisée a pH

HO OH OH

Figure 35 : Structure de la phlorétine

physiologique et est sensible a I'oxydation. Cetegniére caractéristigue, ajoutée a son
manque de sélectivité et a sond€levée, diminue son intérét en tant qu'inhibitdeICFTR.
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6.2.2.1.6Les substrats de la MRP

Deux composés de structure stéroidienne, TLCS I{8tsttaurolithocholate) et
E,178G (B-estradiol-174§-D-glucuronide), connus comme substrats de la M&®,montré
une activité inhibitrice de CFTR. Ces composésamt donc pas sélectifs.

Plus récemment, une autre étude a mis en évideriseatitres composés qui inhibent
a la fois MRP et CFTR (Diena, 2007). Ces molécatet le sulfinpyrazone, le probénécide et
la benzbromarone (Ksur CFTR respectivement de 191 uM, 1 mM et intéri@ 3 mM)

(Figure 36).
Br
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Figure 36 : Structures du sulfinpyrazone, du prekéate et de la benzbromarone

Cette activité croisée entre CFTR et un autre parisur ABC peut présenter un

certains nombre d’effets indésirables (Cf Intro.3)6
6.2.2.1.7 Les glycine-hydrazides et leurs dérivés

Le criblage d’'une chimiotheque de 100 000 molécalpsrmis la mise en évidence de
guatre classes d’inhibiteurs de CFTR (Muanprag#i4p Parmi elles, la classe des glycine-
hydrazides comprend de nombreux analogues actfs.éiudes de relations structure-activité
ont été entreprises sur ce type de composés peomis 'identification de la molécule GlyH-
101 (Figure 37) qui possede un #e I'ordre du micromolaire. GlyH-101 est capabk d
diminuer la sécrétion de fluide induite par la taxdu choléra de maniére rapide et réversible.

Le mécanisme d’action proposé pour cette molécpulese trouve sous forme de monoanion
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a pH physiologique, est une occlusion du pore calc@FTR par fixation sur le coté externe
de la membrane (Figure 37) (Sheppard, 2004).
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Figure 37 : Structure de GlyH-101 et mécanismehibition supposé de CFTR par GlyH-101 (nof§¢ A

Ce mode d’action est particulierement intéressant fe traitement des diarrhées. En
effet, il n'est pas nécessaire pour une molécule agit a I'extérieur des cellules de
I'épithélium digestif de traverser les membranefie peut exercer son effet sans étre
absorbée, ce qui simplifie ses caractéristiquesnmheologiques. De plus, cela diminue le
risque d’effets indésirables, dans le cas de CF3t®@mment au niveau pulmonaire.

Dans cette optique, des dérivés de GlyH-101 ontsgtéhétisés (Sonawane, 2005 ;
Sonawane, 2007). Ces composés conservent leurckpeeité a inhiber CFTR et ne sont pas
absorbables par le tractus digestif. Chimiquemeed, molécules sont des dérivés de glycine-
hydrazides ou de malonates conjugués ou non aalgsgres ou a des lectines (Figure 38).
La conjugaison a des polymeres comme le polyéteygycol (PEG) permet de diminuer
I'absorption. La conjugaison a des lectines permagnt a elle, d’augmenter l'interaction
avec I'épithélium digestif, favorisant la rétentiales composés et de ce fait potentialise
l'inhibition de CFTR (IGo de 50 nM).

-68 -



OH

GlyH-(PEG)n HN MalH-(PEG),,

o ﬁ ﬁ OH

MalH-3 \/@i&
HN\O\
SO3Na

o]
=

MalH-lectin
HN

[
O )I\ Lectine
N N
H H

Figure 38 : Structures des dérivés de glycine-igides ou de malonates conjugués ou non

Une fois encore on remarque que ces composés eantferme anionique a pH

physiologique.
6.2.2.2.Les inhibiteurs allostériques

La plupart des inhibiteurs allostériques sont cditifg vis-a-vis de I'ATP, ce qui
laisse envisager un site d’action commun ou proElaemi ces composeés, on trouve I'ADP,
'AMP, I'ion pyrophosphate et I'ion Au(CN). Il est a noter que ces especes sont également
des anions. Comme nous l'avons vu précédemmergéngstéine et les autres dérivés de

flavonoides sont également inhibiteurs de CFTRi&$adoses par effet allostérique.
6.2.2.2.1La toxine peptidique GaTx1 (Fuller, 2007)
La toxine peptidique GaTx1l a été isolée par fract@nent bioguidé d’'un venin de

scorpion. GaTx1, de poids moléculaire 3,7 kDa,ts@®&ré étre un inhibiteur puissant et

réversible de CFTR. De plus, ce peptide est sg@&fpuisqu’il n’a montré aucune action sur
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différents canaux ioniques et transporteurs ABCn Swode d’action supposé est une

inhibition allostérique a proximité des sites daedon a I'ATP.

6.2.2.3.Les inhibiteurs dont le mode d’'action est incertain ou
inconnu (Cai, 2003)

La majeure partie des inhibiteurs de CFTR se slues ce groupe car leur mécanisme
d’inhibition n'a pas encore pu étre déterminé. Efais, certains sont supposés étre des
blogueurs du canal ouvert mais d'autres évaluatisost nécessaires pour les classer

définitivement dans cette catégorie.

6.2.2.3.1Les médicaments utilisés en clinigue pouvant
inhiber CFTR

Plusieurs principes actifs de médicaments ont rdoatre inhibition de CFTR. Ces
molécules commercialisées pour une indication irddpnte de CFTR ne sont donc pas

sélectives de cette derniére.

Le furosémide et le bumétanide (Figure 39), deuxrdiques de l'anse, en plus
d’inhiber le cotransporteur NaK/2Cl, blogue CFTRi @environ 50 uM). La fluoxétine,
molécule utilisée dans le traitement de la dépoes®st capable d’inhiber CFTR avec un Ki

d’environ 30 uM tout comme l'ibuproféne un antitarhmatoire non stéroidien.

0 0,
| 0 Cl 5 \\S/NH2
/ I HO \ °
HN S—NH, ©
g o OH
o) S~ _NH
OH Ibuproféne
Furosémide Bumétanide

Figure 39 : Structures du furosémide, du bumétagidke I'ibuprofene

On peut remarquer que ces trois molécules comgortere fonction acide

carboxyligue comme la plupart des bloqueurs dulcaungert.
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6.2.2.3.2Le DIAO

L’acide dihydroindenyloxyalkaonique (DIAO) (Figud®), qui est un inhibiteur connu
du cotransporteur K/Cl, est également inhibiteuC& R (Ito, 2001).

Figure 40 : Structure du DIAO
Il est a noter que le DIAO comporte également wmetion acide carboxylique.
6.2.2.3.3.La suramine (Bachmann, 1999)
La suramine (Figure 41), composé qui présente degriptés antiparasitaires, est
également un inhibiteur réversible de CFTR. Ce ams&pqui a été évalué pour différentes

propriétés, présente de nombreux effets indésgablesqu’il est administré chez 'homme

probablement en raison de sa taille et de son grambre de sites d’interactions possibles.

N N
H H
Suramine
OO SO4H HO3S

SOzH SOzH

Figure 41 : Structure de la suramine
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La suramine possedent elle aussi des fonctiongesdihisées a pH physiologique, il

s’agit ici des fonctions acides sulfoniques.

6.2.2.3.4Les extraits de Croton lechleri (Gabriel, 1999 ;
Fischer, 2004)

Croton lechleriest une plante sud américaine utilisée en médé&cdéaionnelle pour
le traitement des diarrhées. Des extraits de pddiete, SP-303 et SP-300 qui different par le
mode d’extraction, ont été évalués en tant qu'iitbils de CFTR. Les deux extraits n'ont pas
montré de différence significatives d’activité emtoété capables d’inhiber CFTR aprés
stimulation par la fsk. Les composés actifs sorgt pleanthocyanidines oligomériques, qui
sont des dérivés de flavonoides, de poids moyehd&Da (Wyde, 1993). L'extrait SP-303

posséde également des propriétés antivirales.
6.2.2.3.5Le stéviol et ses analogues

Le stéviol (Figure 42) est un dérivé du stévioside, produit naturel obtenu par
extraction a partir de la plantéeSia rebaudianiLe stéviol, qui comporte encore une fois une
fonction acide carboxylique, possede des propriéghsicorantes ainsi que des activités
antihypertensives. Il est capable d’inhiber CFTRépmendamment de la concentration en
AMPc intracellulaire (Pariwat, 2008). Des analogubs cette molécule sont également

inhibiteurs de CFTR avec dessidle 10 a 100 M.

Figure 42 : Structure du stéviol
6.2.2.3.6.Les thiazolidines

A la suite d'un criblage a haut débit, une nouvelbsse d’inhibiteurs de CFTR a été

mise en évidence : les 2-thioxo-4-thiazolidinon®$a,( 2002). Le composé le plus actif,
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nommeé CFTRy-172 (Figure 43), a montré une inhibition indépendale la concentration en
AMPc pour des concentrations d’environ 300 nM. dl possede pas d’effet sur les canaux
chlorures autres que CFTR, est inactif vis-a-vis cenaux Krp et n'interagit pas avec divers
autres transporteurs ABC. De plus, il est capabldichinuer la sécrétion de fluide induite par

la toxine du choléra.

CF;

HO
Figure 43 : Structure de CFLR172

Ce composé qui présente de nombreuses caracidesstines intéressantes est tres
utilisé comme outil pharmacologique pour I'étude @ETR. Toutefois il posséde deux
inconvénients : il a une efficacité réduite susudis et est peu soluble dans I'eau (Sheppard,
2004).

La encore on peut noter la présence d’'une fonettite carboxylique sur ce compose.

6.2.2.3.7 Autres inhibiteurs

Plusieurs composés se sont révélés inhibiteurs FIERCsans que leur mécanisme
d’action soit connu. Leurs effets sont complexesietsont donc pas faciles a élucider. lls
inhibent CFTR a des concentrations de 1 a 100 udk €@mposés sont issus de classes
chimiques tres différentes avec la présence de desiogenes (diéthylstilbesterol et 3-7-
estradiol), d’acide anthracene-9-carboxylique, ii®manol 293B et de rouge phénol.

Récemment deux autres composés (INH1 et INH2 (Bigit)) ont été mis en
évidence par criblage (Muanprasat, 2007) avec ¢dee Kordre du micromolaire lors de tests

cellulaires.
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Figure 44 : Structure des composés INH1 et INH2

Des études in vivo ont montré la capacité d’'INH1irverse d'INH2, a réduire la
sécrétion de fluide induite par la toxine du chaléFoutefois, INH1 n’est pas spécifique de
CFTR puisqu'il est capable d’inhiber les canauxoales calcium activés. Une fois encore

on peut remarquer que INH1 posséde une fonctiatea@rboxylique.

6.2.2.4.Conclusions sur les inhibiteurs de CFTR

La plupart des bloqueurs du canal ouvert sont dies composés non sélectifs de
CFTR, qui l'inhibent & des concentrations moyenftes I'ordre de la dizaine de pM). La
majorité de ces composés comporte une fonctionséenia pH physiologique (acide
carboxylique ou sulfonique, ou phénol). Cette patérité chimique, qui peut expliquer leur
activité sur CFTR, peut étre aussi liee a un martgusélectivité avec des effets sur d’autres
canaux ioniques.

Certains d’entre eux sont tres utilisés comme syilarmacologiques, notamment le
glibenclamide. Parmi ces bloqueurs, les dérivésglyeine-hydrazides ou de malonates
conjugués sont susceptibles d’étre utilisés emafhiérdes diarrhées sécrétoires. En effet, ils
présentent des caractéristiques extrémement premse, notamment du point de vue du

mode d’action et de la puissance de I'inhibition.

Le seul inhibiteur allostérique sélectif est laitexGaTx1. Ce composé peut étre un
outil intéressant pour I'étude de CFTR mais sactiine peptidique lui confere de nombreux
désavantages pour une utilisation en tant qu’aattgique.

Parmi les inhibiteurs dont le mode d’action n’eas gonnu, CFTR:-172 apparait
comme le seul agent sélectif de CFTR. Malheureustmsa faible solubilité et son manque

d’activité sur tissu sont deux freins a son uttlima
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Un grand nombre de ces composés possedent undionatide carboxylique ou
sulfonique tout comme les bloqueurs du canal ouv@ette caractéristique structurale ne
suffit pas a elle seule a les considérer commerdebiteurs de ce type. Toutefois, on peut
supposer que la présence commune au sein de césubesl de cette charge négative a pH

physiologique, reflete des similitudes dans le mad'detion.

On peut remarquer qu'a I'exception du composé GlyH- et de ses dérivés, il
n’existe pas d’inhibiteur puissant et sélectif d€T®. Cependant, seul le composé conjugué a
une lectine est trés actif, or cette associatiomplmue sa synthése et son éventuel
développement thérapeutique.

Il n'existe donc pas a I'heure actuelle d’inhibiteude CFTR présentant les

caractéristiques nécessaires a un usage thérapeutiq
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6.3. Activité biologique des composés synthétisés a u laboratoire

Malgré la mise en évidence de nombreux modulat@er€FTR de classes chimiques
et de modes d’action variés, il n’existe pas adieeactuelle de composé présentant toutes les
caractéristiques nécessaires a un développememapthgique. Tant au niveau des
activateurs/potentiateurs que des inhibiteurs,éleodverte de composés sélectifs et actifs a
faible concentration reste donc un défi a releveurples équipes engagées dans ces
thématiques de recherche.

Dans cette optique, les composés mis en évidenterdare laboratoire, dans le cadre
de I'étude de la réactivité du MG avec des basefmues, peuvent étre considérés comme
des composés chefs de files (« lead ») pouvant gigemle développement d’une nouvelle
classe d'activateurs/potentiateurs et d’'une noavellasse dinhibiteurs. En effet, ces
molécules sont particulierement intéressantes pigigs n'ont pas présentées de toxicité lors

de tests cellulaires.

6.3.1. GPact-11a : Potentiateur de CFTR

Le composéGPact-11a (Figure 45) est issu de la réaction entre le MQaeb€-
propyladénine. Sa dénomination rappelle la collation entre le laboratoire d’accueil a
Grenoble (G) pour la partie synthése et une équipel’'Université de Poitiers pour
I'évaluation biologique (P), son action activatride CFTR (act) et aussi qu’il s’agit du

mélange racémique majoritairg) (

[S)
CH; \\\COO
o XX OH

HN
| OH
N "cH
CI 0
N N

GPact-11a

Figure 45 : Structure déPact-11a
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GPact-11a présente lui aussi, comme de nombreux modulatdar<CFTR, une
fonction acide carboxylique. Cependant, il n'est phargé a pH physiologique car il posséde
une fonction amine protonée. In vivo, ce composéesc présent sous forme zwitterionique.

GPact-11laa été évalué par le test des efflux d’ions ioduegkoactifs et a présenté
une EGo de 2,1 puM sur cellules CHO-wt suite a une prévatbn des canaux par la
forskoline.GPact-11aa par la suite été évalué par le test des effluxcsllules Calu3, qui
sont des cellules humaines de I'épithélium pulm@anontrant une Egde 1,8 uM.

6.3.2. GPinh-5a : Inhibiteur de CFTR

Le composésPinh-5a (Figure 46) est quant a lui issu de la réactidneele MG et la
2'-désoxyadénosine.

e
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® (0]
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| OH
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Figure 46 : Structure d8Pinh-5a

Lors de son évaluation par le test des efflux dimdures radioactifs, il a présenté les
ICs0 récapitulées dans le tableau 4.

Types cellulaires CHO-wt Calu3 CHO- | Cos7 JME/CF15
G551D G1349D

ICs0 GPinh-5a 71 pM 93 pM 43 nM 72 pM 68 pM

ICs0 CFTRp-172 1,2 uM

Tableau 4 : IG, de GPinh-5a et de CFTR,-172 déterminées par le test d'efflux. CellulesH@wt, CHO
G551D (exprimant la mutation G551D), CF15 : celtuépithéliales humaines d’origine nasale exprirt@nt
protéine muté@AF508 corrigée par la température, Cos-7 transfedtaasitoirement par GFP-G1349D-CFTR

CommeGPact-113 GPinh-5a posséde une fonction acide carboxylique et esepté

sous forme zwitterionique a pH physiologique.
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GPinh-5a, en plus d’étre actif & des concentrations trdses, est sélectif des canaux
chlorures de type CFTR puisqu'’il n’a pas préserdétivité sur les canaux chlorures calcium-
et volume-activés. Sa structure est trés procheetle deGPact-11a En effet, ils sont tout
deux issus de dérivés de l'adénine modifiée entiposi9 et ne different que par ce

substituant : propyle po@Pact-11aet 2’-désoxyribose pouBPinh-5a.
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7. Obijectifs du travail

7.1. Recherche du pharmacophore

Les différentes molécules précédemment synthétimédaboratoire et possédant une
activité sur la protéine CFTR sont de plusieuresyfEn effet, en plus des composeés de la
famille I, on note la présence du composé de lalliaih 6.

Les composés des familles | et Il possédent toumdgf structural représenté sur la
figure 47 c’est a dire un atome d’oxygéne charggatieement a pH physiologique, séparé
d'un atome d’'azote chargé positivement a pH phggigue par deux atomes de carbone.
Cette charge positive peut étre délocalisée swsiguts atomes d’azote. Nous nous sommes
donc attachés a confirmer et a préciser le pharpiexe, c'est-a-dire la plus petite unité
structurale conduisant a I'activité biologique,moposant des variations chimiques autour de

ce motif minimum.

&)
) O
N/\/

Figure 47 : Motif structural minimum du pharmacophsupposé

7.2. Pharmacomodulation des composeés actifs

La présence parmi ces molécules a la fois de pateuts et d’inhibiteurs de CFTR
laissait présager un mode d’action commun aux dgpes de composés. Nous avons donc
voulu évaluer l'influence de diverses modificatioctimiques sur les modulateurs les plus
actifs. Ces substitutions avaient pour but :

- d'identifier les motifs porteur de l'activité pmitiatrice et ceux responsable de
I'activité inhibitrice,

- d’augmenter I'activité par rapport aux compos&hef de file »,

- et enfin de disposer d’'une gamme de produitésapgirmettant de réaliser des études
de relations structure-activité et ainsi de ratizea les syntheses ultérieures.

Les modulateurs les plus efficaces sont issus daédetion du MG et de dérivés de

'adénine, c’est donc sur cet hétérocycle que temperes modifications ont été effectuées.
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D’autre part, des essais préliminaires avaient ndoque la réaction entre la 2-
aminopyridine4 et I'éthylglyoxal aboutissait a des adduits du reéype que ceux mis en
évidence avec le MG. Des hétérocycles différentéad2-aminopyridine ont également été
mis a réagir avec cetoxoaldéhyde afin d’étendre la réaction et d’évaliiefluence de ce

motif sur I'activité de ces composés.

COO
NH,
y g
/N > \Nl N
AT % P St % LA
IN™ 4 N
H 3

R

Schéma 4 : Modulations envisagées sur I'adéninetagaction avec le MG

7.3. Synthéses, propriétés physico-chimiques et bio logiques des

composés formés

Les composés actifs précédemment mis en évidGRmh-5a et GPinh-11a, ont été
synthétisés a plus grande échelle afin de dispiseuantité importante permettant des tests

sur modéle tissulaire ou sur animaux.

Les molécules synthétisées étant évaluées biolegigat, il était important de
connaitre leurs caractéristiqgues dans les miligilisés pour leurs évaluations. C’est pourquoi
leur solubilité en milieu aqueux ainsi que leurbdie ont été étudiées pour les plus actives

d’entre elles.

Les composés synthétisés ont été évalués en tamhqdulateurs de la protéine CFTR
par I'équipe partenaire.
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Chapitre 1 : Recherche du

pharmacophore

Apres la mise en évidence de premiers composés aati les canaux CFTR, dans le
cadre d’'une collaboration entre notre laboratoifér@noble et un laboratoire a Poitiers, nous
avons cherché a confirmer la structure du pharnfamepsupposé. Les différents travaux

effectués dans ce but sont présentés dans cerehapit

Nous avons tout d'abord synthétisé ou obtenu comialement des molécules
n'appartenant pas aux familles mises en évidendatawatoire, mais dont I'évaluation sur la

protéine CFTR est intéressante du point de vua deldtion structure-activité.

De nouveaux adduits sur desaminoazahétérocycles ont également été préparés en

utilisant un autre-oxoaldéhyde : I'éthylglyoxal.
D’autre part, les différents adduitseebxoaldéhyde sur des-aminoazahétérocycles

ont été modifiés pour éliminer des groupements lmrscdu pharmacophore proposé afin

d’établir le réle de ces derniers dans les effaikbgiques.
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1. Bétaine et dérivés

Parmi les composés précédemment synthétisés arataive et actifs sur la protéine

CFTR, on note, en plus des composés de la familiedrésence du composé de la famille 11

6 (Figure 48).
S
® CooOH éa
HN NT O
)|\ OH |
&)
N N
| | 6
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o

Famille | Famille Il

Figure 48 : Structures des composés de la famitedu composé de la famillegl

Ces deux types de molécules possédent en comnmnotiestructural représenté sur
la figure 49, c’'est-a-dire, a pH physiologique, atome d’oxygene chargé négativement
séparé par deux atomes de carbone d'un atome d'ahargé positivement. Les composés
des familles | et Il sont donc zwitterioniques aydisin de 7.

Au sein des composés actifs, les électrons cornelsp a ces charges peuvent étre

répartis sur plusieurs sites.

@/\/O
N

Figure 49 : Motif structural minimum du pharmacopheupposé

Dans le but d’identifier le pharmacophore, c'eslira-la plus petite unité structurale
portant I'activité biologique, des variations chigues autour de ce motif minimum ont été
recherchées. Pour cela, nous avons identifié psncomposés commerciaux, ou dont la

synthése est aisée, un certain nombre de molégoitant le pharmacophore supposé.
La molécule commerciale la plus simple qui comparte motif est la bétaing0

(Figure 50). Ce composé est constitué d’'une fondicide erx d’'un groupement ammonium
guaternaire triméthylé. La bétaine, qui est contm@me étant un correcteur de CFTR (Cf
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Intro 4.6.5.2), est utilisée en thérapeutique, sfaume de citrate, pour le traitement des

troubles digestifs.

Des analogues déméthylés sur la fonction amideef 12), diméthylés eru de la
fonction acide carboxyliqu&3, portant des groupements éthyles sur 'ammoniuategoaire
14 ou encore possédant un groupement phosphatdactade la fonction carboxylalé, ont

également été évalués en tant que modulateursptetiEine CFTR (Figure 50).

N/
\)k Néf'\)k OH
10 2
I /1l
Ha
% D \)k /@\/ |\OH
0o

cP " r .

Figure 50 : Structures de la bétaliteet de certains de ses dérivés

D’autres acides aminés ont été évalués commeNaméthylproline 16, la L-N,N-
diméthylprolinel?7 ou encore I'acide 2-amino-2-norboranenecarboxgiti(Figure 51).

24 B A

H\ o /N\

16

Figure 51 : Structures de iaN-méthylprolinel6, de laL-N,N-diméthylprolinel7 et de I'acide 2-amino-2-

norboranenecarboxyliques (représentés sous forme zwitterionique)

Dans le but d'étudier I'influence de la distancareres charges, des composés dans
lesquels les hétéroatomes chargés sont séparé®igaatomes ont également été étudiés. Il
s’agit de la cispentacinid, qui possedent trois atomes de carbone entreammeatl’ oxygene
chargé négativement et un atome d’azote chargéiyereent a pH physiologique, et de la

taurine20 qui porte une fonction sulfonate (Figure 52).
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19 20

Figure 52 : Structures de la cispentaci@est de la taurin@0

D’autres analogues de la bétaine dans lesquedsri&aati’azote est inclus dans un cycle
aromatique ont également été évalués. Il s’agibmumure de 1-(2-carboxyéthyl)pyridinium
21, du bromure de 1-éthyl-3-hydroxypyridinium22, du bromure de 1-(2-
carboxyéthyl)quinoliniun23 ou encore du bromure de 2-(2-carboxyéthyl)isoduinon 24
(Figure 53).

= | 0 o
L L,
X e OH Ej\ 22
Br ==

= éo Z o
A N@\)k ~ | i
5 OH ®
Br N
23 ) OH

Figure 53 : Structures d’analogues aromatiques detaine

Enfin, un dérivé de nucléoside incluant une baseqpa comme les modulateurs

GPact-11aet GPinh-5a a été testé sur la protéine CFTR. Il s’agit dé-laéthylguanosing5

(Figure 54). Ce composé, qui est impliqué dandrlactire-coiffe de I'extrémité des ARN

messagers, se présente en partie sous forme zovittgre a pH physiologique.
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Figure 54 : Structure de la 7-méthylguanogibe
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Parmi ces molécules, seul le comp@dén’est pas disponible commercialement. Sa
synthése a été réalisée par alkylation de l'iscgjéine avec le 2-bromoéthanoate d’éthyle,

puis hydrolyse de la fonction ester éthylique.

Cet ensemble de composés présente une diversitdéigci® importante autour du
pharmacophore. En effet, ces molécules permettéwalder I'influence :

- de la longueur de la chaine entre les hétéroat@marges,

- de la lipophilie,

- des contraintes stériques,

- et de la nature de I'atome lié a I'atome d’oxyge&hargé négativement.

Ainsi, aprés évaluation de leur activité sur latme CFTR, ces composés devaient
permettre de préciser la structure du pharmacophore
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2. Adduits de I'éthylglyoxal sur des a-aminoazahétérocycles

Le 2-oxobutanal ou éthylglyoxal (E@p est ’'homologue a quatre atomes de carbone
du MG. Dans le but d’étudier I'influence de la natule la-oxoaldéhyde de départ sur
l'activité biologique des composés, nous avons sagé la synthése des adduits EG
correspondant aux modulateurs les plus efficacaSFIR. L'EG est intéressant puisqu’il est
peu modifié par rapport au MG précédemment ut{listnplacement de GHpar CH-CHj).

La réaction entre 'EG et la 2-aminopyrididea été mise en évidence lors de travaux

préliminaires au sein du laboratoire (Routaboul3(qSchéma 5).

e
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NH» /\"/\O H@N OH
N o 26 | OH
»
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Schéma 5 : Réaction entre la 2-aminopyridiret I'éthylglyoxal (EG)26 aboutissant au compo2é

Lors de I'étude préliminaire de cette réaction,| $adduit majoritaire a été isolé avec
un rendement tres faible de 3 %, probablement morrad’'une mauvaise qualité de 'EG
préalablement synthétisé par oxydation du buta2fl avec le dioxyde de sélénium
(Routaboul, 2003)).

2.1. Syntheses décrites de I'éthylglyoxal

L’EG n’est pas commercialisé par les fournisselassiques de composés chimiques
et nous n’avons pas pu nous le procurer. Nous sonmsnes donc attachés a le synthétiser au

laboratoire par une voie de synthese rapide.

Plusieurs méthodes sont décrites dans la littératunne d’entre elles, assez longue,
consiste en une chloration du buta@@laboutissant au 2,2-dichlorobuta2@l Ce dernier est
ensuite mis a réagir avec du méthanolate de sodanduisant au 1,1,2,2-tétraméthoxybutane
30dont I'hydrolyse acide devait permettre d’obtdttG 26 (Verhe, 1982) (Schéma 6).
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Schéma 6 : Synthese de I'EG décrite par (Verhe2)198

Cependant, au cours de travaux réalisés au selabdwatoire (Routaboul, 2003) ou
par d’autres auteurs (Meade, 2003), 'EG n’a pag€fpe obtenu par cette méthode en raison

d’'une décomposition rencontrée au cours de la derrdtape.

Une autre voie de synthése faisant appel a uneatioyddu butan-1,2-diol par le
dioxygeéne en présence d’argent n'est pas faciletrenen ceuvre au laboratoire (Xu, 2005).

En effet, cette réaction doit étre réalisée en @lgazeuse a tres haute température.

Une oxydation du butanal par le chlorochromate dramium (CrQCINH,) décrit
'obtention d’EG avec un rendement de 60 % (Liu92 Cependant au cours de la réaction,
la butan-2,3-dione se forme également avec un readiede 23 %. Ces deux produits étant
difficile a séparer notamment par chromatograplgelafité voisine) et par distillation
(température d’ébullition de 88 °C pour la butanehee 89-91 °C pour I'EG (Verhe, 1982))
nous n’avons donc pas retenu cette méthode deésmth

Une autre publication décrit 'obtention de I'EGais en tant que produit secondaire

par hydrolyse de divers amides (Zav'yalov, 1979).

L’EG peut également étre obtenu par oxydation anydie de sélénium de la butan-2-

one (Gi, 1995) ou du butanal selon la méthode plefoénent utilisée au laboratoire.
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2.2. Syntheses réalisées

Parmi les différentes synthéses décrites, les rdéthd’oxydation par le dioxyde de
sélénium du butan@B et de la butanongl (Schéma 7) sont celles qui sont les plus simples a
mettre en ceuvre au laboratoire. Les composés cdésoant donc été mis a réagir avec un

équivalent de dioxyde de sélénium (Gi, 1995).

Schéma 7 : Synthéeses de I'BR6 par oxydation au dioxyde de sélénium du but28adt de la butanongl

Des essais de suivi de la réaction par chromatograqin couche mince (CCM) ont
éte réalisés avec différents révélateprarfisaldéhyde, iode, dimolybdate d’ammonium et de
Cérium, 2,4-dinitrophénylhydrazide) et différeniste@mes d’élution et n'ont pas conduit a
des résultats satisfaisants. La réaction est donrspivie jusqu'a disparition de la suspension
de dioxyde de sélénium et apparition d’'un précipdé& de sélénium réduit. Apres élimination

de ce précipité par filtration, 'EG est obtenu gestillation sous pression réduite du filtrat.

Les analyses qualitatives et quantitatives de omsposés sont difficiles. En effet,
'analyse par spectrométrie de RMN des fractionstastant 'EG montre la présence de
nombreux signaux correspondant soit a des formesatdes de I'EG soit a des produits

secondaires.

Dans les réactions de condensation aveodasinoazahétérocycles, les fractions de
distillation d’'EG obtenues par oxydation du butaB@ldonnent de meilleurs résultats que
celles obtenues par oxydation de la butan®heCeci est peut-étre dd, dans le cas de la

réaction a partir de la cétone, a une suroxydaioacide de la fonction aldéhyde formée.
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Des essais de coupure oxydative de composés insgiarél’ozone (@) ou par le
tétroxyde d’'osmium (Osg) ont été effectués a partir de la 1-éthylacrolé@ect de la 2-
éthylacroléined3 (Figure 55).

= &

32 33

Figure 55 : Structures de la 1-éthylacroléd2eet de la 2-éthylacroléirg3

Ces méthodes n’'ont pas donné de résultats satisfaidu fait d’'une suroxydation de
la fonction aldéhyde au cours de la réaction. Toige des essais complémentaires
d’'ozonolyse pourraient étre réalisés en maitrisarduroxydation possible par le dioxygene

ambiant.

La méthode de synthése de I'EG par oxydation dunalizu dioxyde de sélénium est
donc la plus efficace parmi celles qui sont désréefaciles a mettre en ceuvre au laboratoire.
De plus, elle est rapide puisqu’elle est effectugeige seule étape. Cependant, elle présente
de nombreux inconvénients, notamment une purificatiifficile, I'utilisation de grosses
guantités de dioxyde de sélénium et la formatiosé&énium. Or, le sélénium et ses oxydes
sont des composés tres toxiques. Par ailleurse amiéthode présente une mauvaise
reproductibilité. En effet, 'TEG n’est pas toujousbtenu méme en utilisant des conditions
similaires a des synthéses précédentes qui avaigttonné. Cela est peut étre di a la qualité
des réactifs (butanal et dioxyde de sélénium).
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2.3. Nouveaux adduits

La réaction préliminaire entre I'EG et la 2-aminddyte, mise en évidence
précédemment (Routaboul, 2003), a été réalisédilegant de 'EG purifié (Schéma 8). Ceci
a permis d’obtenir aussi I'adduit minoritaire (remtent de 15 %), d’améliorer fortement le

rendement de 3 % a 23 % pour I'adduit majoritairel’achever la description des adduits

formés.
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Schéma 8 : Réaction entre la 2-aminopyridihet 'EG 26 aboutissant aux adduits majoritair@ga et

minoritaires27b

La stéréochimie de ces composés n'a pas pu éteendéte du fait de I'absence de
cristaux utilisables en cristallographie aux rayhd.es configurations absolues des atomes
de carbone asymétriques qui sont représentées suhéma 8 sont probablement similaires a

celles des adduits MG-2-aminopyridine.

L’adduit du MG sur la 1-aminoisoquinoléine s’étaévélé étre un inhibiteur puissant

de CFTR, I'EG a été mis a réagir avec la 1-amirguigwléine34 (schéma 9).
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Schéma 9 : Réaction de I'EZ® sur la 1-aminoisoquinoléir@} conduisant aux adduigba

On obtient ainsi les adduits attendus dont le ng&lanajoritaire35a est isolé avec un
rendement de 21 %. Les déplacements chimiquesw@sspar spectrométrie de RMN sont

similaires a ceux observés pour les adduits de BEGla 2-aminopyridine (a I'exception des
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signaux des protons aromatiques issus de la 1-#&oopanoléine). On observe, comme pour
les adduits27a une anisotropie des protons d'un groupe méthyldha des deux
groupements éthyles.

L’inhibiteur de CFTR le plus puissant mis en éviderau laboratoire est I'adduit du
MG sur la 2'-désoxyadénosine. L'EZS a donc été mis a réagir avec la 2'-désoxyadénosine
36 (schéma 10).
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Schéma 10 : Réaction de I'EXB sur la 2'-désoxyadénosid et adduits attendB’

Le composeé attendBi7 n’a pas pu étre obtenu probablement en raisorednauvaise
qualité de I'EG utilisé. Il sera donc nécessaireréaliser & nouveau cette synthése en

contrélant mieux la qualité du réactif.

Le potentiateur de CFTR mis en évidence au labiveagst I'adduit du MG sur la 9-
propyladénine avec laquelle 'EG a donc été misagir.

Lors d’essais préliminaires, une fraction de datitn contenant I'EG impur a été
mise a réagir avec la 9-propyladénid@ Du fait de la présence d'impuretés, le nhombre
d’équivalent d’'EG par rapport a la 9-propyladéninété sous évalué. A la fin de la réaction,
on isole un composé majoritaire qui posseéde unaripbltrés différente et plus faible que
celle des adduits du MG sur la 9-propyladénine shactrométrie de masse montre un pic
pseudo-moléculaire [M+H]a m/z égal & 246. Cette masse correspond a laentiss
monoadduit de I'EG sur la 9-propyladénine. L'analysar spectrométrie de RMN permet
d’identifier un nouveau produ®9 (Schéma 11).
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Schéma 11 : Monoadd8® de I'EG 26 sur la 9-propyladéning8

Ce composé est un analogue d’adduits déja dédstenos par addition d’autres
oxoaldéhydes sur desaminoazahétérocycles. En effet, des composés amaddition du
MG sur la 2-aminopyridind0, du phénylglyoxal sur la 2-aminopyrididd (Ohba, 2000) et
du phénylglyoxal sur I'adéning2 (Kuroda 1993) ont été décrits (Figure 56).

Ph

ATCATS A

Figure 56 : Structures des composés obtenus paoaddition du MG sur la 2-aminopyriding0, du

phénylglyoxal sur la 2-aminopyridirEL et du phénylglyoxal sur I'adénid

A notre connaissance, aucun monoadduit de 'EGIssa-aminoazahétérocycles n'a

été décrit dans la littérature.

Par la suite, une fraction contenant de I'EG pérdi été mise a réagir avec la 9-

propyladéning8 de maniére a obtenir le composé attefidl(Schéma 12).

COO
OH
NH,
N X 26
CI =
N N
38 43

Schéma 12 : Réaction de I'EX5 sur la 9-propyladénin@8 et adduits attendut3
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Comme dans le cas de la réaction de I'B& sur la 2’-désoxyadénosings, le

composé attenddi3 n'a pas été obtenu en raison de la mauvaise uiitEG utilisé.

Les déplacements chimiques des protons des adtlitEG et du MG sur différents

a-aminoazahétérocycles sont représentés dans éatebl

mdt Déplacements chimiques en ppm (RVH&
Adduits Composé %) 400 MHz dans BO a 21 °C)
0
CHOH CH; CHs
1,95
27a 23 4,55 (1H) 1,82 (3H)| 0,97 0,91
EG-2-aminopyridine
1,95
27b 7 4,20 1,82 (3H) 0,95
(1H)
MG-2- 5a 32 | 4,29 - - 1,43 1,38
aminopyridine 5b 26 3,93 -- -- 1,53 1,49
EG-1- 35a 21 * 2,38 | 2,26-1,86 0,85 0,77
aminoisoquinoléine| 35b 10 4,50 2,38 | 2,26-1,86 1,00-0,65
MG-1- 44a 50 | 4,44 - - 1,71 1,63
aminoisoquinoléine 44b 32 4,11 -- -- 1,71 1,62

* Signal masqué par le pic du solvant
Tableau 5: Déplacements chimiques des protons éénges majoritairea des adduits I'EG et du MG sur

différentsa-aminoazahétérocycles et rendements des réactmiptedtion correspondantes

Les spectres de RMN obtenus sont trés proches e des adduits du MG sur les
mémes a-aminoazahétérocycles. On observe également laemqésdu signal singulet
correspondant a_ GbH dans une zone allant de 4,2 a 4,8 ppm (Figuje P&t contre, les
signaux des groupes méthyles ne se présententsplus forme de singulets car ils sont
couplés avec un groupement méthyléne. lls sonaifaurs légerement plus blindés que ceux
des adduits analogues du MG. On note égalememdtamn des signaux correspondant aux
CH; des groupes éthyles. Un de ces deux groupes peésea anisotropie des protons qui
peut expliquer la largeur du signal correspondam des deux groupements méthyles dans

les adduits du MG sur lesaminoazahétérocycles.
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Figure 57 : Spectre de RMI & 400 MHz dans D & 21 °C des adduigya
Les rendements obtenus, de I'ordre de 20 %, sast faibles que ceux obtenus pour

les adduits du MG. Cette baisse de rendement ebablement due a la qualité médiocre de
I'EG utilisé.
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2.4.Conclusion sur la réaction entre IEG et les a-

aminoazahétérocycles

La réaction précédemment mise en évidence entrendéhylglyoxal et una-
aminoazahétérocycle a donc été généralisée a tgwaoxoaldéhyde : I'éthylglyoxal. L'ajout
d’'un atome de carbone en passant du MG a I'EG mamgeh pas les caractéristiques de la
réaction. On obtient le méme type d’adduits quexaau MG dans lesquels les groupements
méthyles du nouveau cycle formé sont remplacésigargroupements éthyles. Les produits
de la réaction se présentent également sous fomneledx mélanges majoritair@ et

minoritaireb dans des proportions proches de celles observéedaMG.

Comme pour le MG, la formation des adduits cycliésultant de I'addition de deux
molécules di-oxoaldéhyde sur um-aminoazahétérocycle nécessite un fort exces deasdn
dicarbonylé. En effet, lorsque les deux réactifist gpésents dans des proportions voisines, il
se forme essentiellement dans le cas de I'EG,ddyir de monoaddition comme dans le cas

d’autresa-oxoaldéhydes.

La synthese de 'EG est délicate et ne permet fiseshir de grandes quantités de
produit pur. La mise au point d’'une autre méthodbteéntion pourrait permettre de disposer
de plus grandes quantités d’'EG et ainsi de symsrétle nombreux analogues de produits
actifs de la famille I.

Les nouveaux composeés synthétisés, apres étu@eidactivité sur la protéine CFTR,
pourront permettre d’évaluer l'influence du remgla@nt des groupements méthyles par des
groupements éthyles. En effet, cette modificatianaugmenter la lipophilie des composés.
De plus, ce changement de substituant se situanbxamité des hétéroatomes chargés qui
constituent le pharmacophore supposé, il risquefldéncer I'activité de ces composés par

'encombrement stérique apporté.
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3. Modification des adduits

3.1. Acces a la Famille 1

Au cours de précédents travaux (Routaboul, 20@3ydlange d’adduits du MG sur la
2-aminopyridine5 a conduit, apres traitement basique, a un nouyeaduit 6 dit de la

famille 1l avec un rendement de 81 % (Schéma 13).

S
(o{0]0]
® OH
HN
| OH NaOH aq 1 M NN
> |
| N 50 °C @
~ 5

Schéma 13 : Formation du produit de la famillg 8 partir des adduits du MG sur la 2-aminopyridine

210

Les études réalisées lors de la mise en évidencettetransformation ont montré la
nécessité de I'emploi d'un solvant protique (eauatepols), d’'une base forte concentrée
(soude ou alcoolates primaires) et d’'une tempéalavéee (50 °C).

Des analyses par spectrométrie d’absorption U\blasbnt permis de déterminer un
pKa aux alentours de 4 pour ce composé qui se prédentesous forme zwitterionique a pH
physiologique (Routaboul, 2003).

Au cours de la formation de ce produit a partiraumposé de la famille I, trois
réactions se déroulent en une seule étape : urgydiésation, une décarboxylation et une
oxydation. Un mécanisme a été proposé pour la fiiomae ce composé (Routaboul, 2003)
(Schéma 14).
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Schéma 14 : Mécanisme proposé pour la formatioroduposés de la famille 1

Nous nous sommes attachés a généraliser cetteoréaal’autres adduits de la famille
l. En effet, le composé de la famille Il présergepharmacophore supposé comme dans la
famille | et s’est avéré actif sur la protéine CETIRs analogues de ce composé peuvent donc

avoir un intérét biologique.

3.1.1. Généralisation de la réaction

Le mélange d’adduits de la famille | issu de lactiém entre le MG et la 1-
aminoisoquinoléind4 a été traité par NaOH en milieu aqueux.

En présence de soude a 1 M a 50 °C, on observeigaiement la formation de la 1-
aminoisoquinoléine. L’augmentation de la concemraen NaOH a de 1 a 2 M a permis
d’observer, en plus de la formation de la 1-amiogisnoléine, un nouveau composé qui a
présenté, lors de I'analyse par CCM, une polaot@matible avec celle du produit attendu.

Apres isolement, I'étude par spectrométrie de masseée RMN de ce composé a
permis d’identifier sa structure. Il s’agit bien droduit de la famille 145 qui est obtenu avec

un rendement de 10 % (Schéma 15).
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Schéma 15 : Formation du produit de la familld3la partir des adduits MG-1-aminoisoquinoléfte

Les adduits du MG sur la benzamidid@ (synthétisés au cours de travaux antérieurs
(Routaboul, 2003)) ont été mis a raégir dans NaO(M) conduisant au produit attendid

avec un rendement de 39 % (Schéma 16).

co8
® OH OH
HN NT X
OH |
N 1) NaOHaq lM> \
H
46 2) HClag 1M 47

Schéma 16 : Formation du produit de la famillé7la partir des adduits MG-benzamidiie

Contrairement aux autres composeés de la familledtte derniére molécule n’est
probablement pas zwitterionique a pH physiologigi® effet, aucun atome d’azote
guaternaire chargé n’est présent, ce qui ne pesamest doute qu’une ionisation partielle de la

fonction phénol a pH 7.

Les adduits de I'EG sur la 2-aminopyridi2& ont présenté la méme réactivité en
milieu basique que leurs analogues MG conduisaalieggent au produit de la famille 48

avec un rendement de 55 % (Schéma 17).

]
NaOHaq 1 M N | °
—»
| i
= 8

Schéma 17 : Formation du produit de la familld8la partir des adduits EG-2-aminopyrid2ié

Les déplacements chimiques des protons observésppatrométrie de RMRH des

composeés de la famille 1l sont présentés dandleda 6.
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. RMN *H (Déplacements chimiques
a-aminoaza Rdt . .
o _ .. | Composeé Solvant en ppm a 400 MHz a 21 °C)
hétérocycle initial (%)
CH3 CHZ
2-aminopyridine 6 81 DO 289 | 281
1-
o S 45 10 ChOD| 2,67 | 2,63 --
aminoisoquinoléine
benzamidine 47 39 CDCg 2,50
EG 2-
_ o 48 55 Ch)OD| 3,08 | 3,38| 1,31 1,39
aminopyridine

d’obtention correspondantes

Tableau 6 : Déplacements chimiques des protongaehiits de la famille Il et rendements des réastio

Dans les spectres de RMN de ces composeés, on ebsetamment la disparition du

signal du proton lié a I'atome de carbone portantfdnction hydroxyle secondaire. La

spectrométrie de RMN°C montre également la disparition du signal cowaspnt & la
fonction acide carboxyliqgue. On peut noter la mesice des signaux correspondant aux

groupements méthyles. Par ailleurs, on ne note g@lasisotropie pour les protons des

groupes éthyles du compog@ (Figure 58).
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Figure 58 : Spectre de RMI & 400 MHz dans CJDD a 21 °C du compogts
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Dans le spectre du compodé& (Figure 58), on peut noter la présence des quatre
signaux correspondant aux protons aromatiques ldamene allant de 7,6 a 8,7 ppm, des
signaux correspondant aux deux groupes (ZH3,3 et 3,1 ppm) et enfin des deux signaux

correspondant aux groupementssG& 1,31 et 1,38 ppm).

Les rendements des transformations famille | - flemi sont variables. Pour le
composéS issu des adduits MG-2-aminopyridine le rendemeshtben (81 %), il est moyen
pour les composés? issu des adduits MG-benzamidine (39 %4 @issu des adduits EG-2-
aminopyridine (55 %) et il est faible pour le compods issu des adduits MG-1-
aminoisoquinoléine (10 %). Dans ce dernier ca$oiaation concomitante et préférentielle
de la l-aminoisoquinoléine au cours de la transddion peut expliquer la difficulté

d’obtention de ce composeé.

D’autres essais sur des produits de la famillotamment sur des composés issus de

dérivés de I'adéningdPact-113 GPinh5-a, adduits du MG sur le 2-aminobenzothiazole, ...)

ou sur les adduits EG-1-aminoisoquinoléBfe ont été menés sans aboutir aux composes

attendus. Le principal produit présent en fin dectidn est ki-aminoazahétérocycle initial.

3.1.2. Conclusions sur les composés de la famille | |

La transformation des adduits MG-2-aminopyridien produit de la famille Il a
donc été étendue a d’autres hétérocycles et a duitade I'EG. Cependant, elle n’est pas
généralisable a tous les adduitoxoaldéhydestaminoazahétérocycles puisque plusieurs
d’entre eux ne conduisent pas aux produits atteddas les mémes conditions de réaction.
C’est la formation de é-aminoazahétérocycle initial qui est alors prépoanie.

Des essais de conversion de produits de la faindle composés de la famille Il ont
donc été envisagés en utilisant d'autres méthddeseffet, la transformation souhaitée est
difficile car elle implique trois réactions en urotp(décarboxylation, déshydratation et
oxydation).

La nouvelle transformation famille | — famille |l is®@ en évidence constitue une

nouvelle voie d’accés a des pyrimidines substituEaseffet, le composé de la famille Il issu
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de la benzamidine comporte un cycle pyrimidine Stu#s La réaction du MG sur d’autres
amidines et guanidines suivie du traitement enemilbasique devrait permettre de préparer

des pyrimidines substituées portant différents gemoents a la place du groupe benzyle.

3.2. Autres essais de transformation des produits d e la famille |

Ces premiers essais ont été menés sur des compesdés famille | dont la
transformation en produits de la famille Il n’avpis pu étre réalisée : les adduits du MG sur
le 2-aminobenzothiazold9 (synthése décrite au cours de travaux antérieRautaboul,
2003)) et sur la 9-butyladéniri® (synthése présentée dans le chapitre 2). Ces c@wmnt

été mis a réagir dans différentes conditions (Tabl#).

(x_
_ o Résultats obtenus (analyse par
aminoazahétérocycle Base Solvant
o CCM)
initial
Ethanol _ o o
Cu(OH), a-aminoazahétérocycle initia
absolu
. . Ethanol Nouveau produit minoritairgl
2-aminobenzothiazole Ca(OH) _ o o
absolu + a-aminoazahétérocycle initial
Nouveau produibl + a-
tBUOK THF , o o
aminoazahétérocycle initial
Ethanol _ o o
Cu(OH) a-aminoazahétérocycle initia
absolu
o Ethanol Nouveau produit minoritairg2
9-butyladénine Ca(OH) _ o o
absolu + a-aminoazahétérocycle initial
Nouveau produib2 + a-
tBUOK THF _ o o
aminoazahétérocycle initial

THF : TétrahydrofuranetBuOK : 1,1-diméthyléthanolate de potassiuntextio-butylate de potassium

Tableau 7 : Essais de transformation de produita éemille | en famille Il en utilisant différergeconditions

Les réactions des produits de la famille | danshdéol absolu en présence de

Ca(OH) ou detertio-butylate de potassiumBuOK) ont abouti a un produit identique. En
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utilisanttBuOK, la quantité du nouveau produit est apparue phportante, ce sont donc ces

conditions qui ont été retenues pour la suite deais.

3.3. Obtention de nouveaux produits — Acces alafa mille Il

3.3.1. Identification

Le produit51 issu de la réaction des adduits MG-2-aminobenaptie 49 avec
tBuOK a été analysé par spectrométrie de massepdatre de masse présente un pic pseudo-
moléculaire [M+H] a m/z égal a 251. Cela correspond a une massérenétmle a la masse
du produit de la famille | moins 44, c'est-a-diréaderte d’'un groupe COce qui suggére

donc une décarboxylation.

Le solide isolé est probablement constitué d’'unamgé de deux isomeéres présents
dans une proportion 60:40. En effet, le spectreRMN 'H présente pour chaque signal
principal, un signal similaire situé a proximité dintensité plus faible (rapport de 60:40)
(Figure 59).
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Figure 59 : Spectre de RMI & 400 MHz dans CDgR 21 °C du composggl

4
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Dans la zone des protons aromatiques, on obses/sigeaux analogues a ceux du
composé de départ de la famille | montrant I'abeete modification du cycle aromatique. La
modification chimique a donc eu lieu sur le cyclé atomes formé lors de l'addition des
molécules de MG.

Le spectre de RMNH montre, pour chaque isomére, deux signaux démehsité
correspond a 3 protons pouvant correspondre aaupgment Chl L'un de ces signaux est
présent sous forme de doublet. On note égalememirdsence de deux autres signaux

intégrant pour un proton, I'un sous forme de doylleutre sous forme de multiplet.

L’analyse du spectre de corrélation COSY #'H montre un couplage entre le
signal d’'un proton de type CH et deux autres signde signal de protons de type kit
lautre signal d’'un proton de type CH. On peut dadentifier I'enchainement d’atomes

représenté sur la figure 60.

N

H H
H,C I I R'
R R"
Figure 60 : Enchainement d’atomes au sein du coéfiibfes fleches représentent les couplages observés e

RMN COSY 2D'H/*H; R, R’ et R” sont liés par des atomes de caebauaternaires ou par des

hétéroatomes)

Ces informations, complétées par I'analyse du spede RMNC qui montre la
disparition du signal correspondant a la foncti@rboxylate, permettent de préciser la

structure du mélange d’isoméres du comgsiksébtenu avec un rendement de 17 % (Schéma

18).
o
COO0
®
2 OH \ OH
| OH )I\ OH
tBUOK/THF
S N » S N

49 51

Schéma 18 : Formation du mélange d’'isoméres duugra@ la famille 11151 a partir des adduits MG-2-

aminobenzothiazol49
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La réaction qui s’est produite est donc une décaihtion au cours de laquelle le
groupement C@a été remplacé par H. Cette réaction semble comduiau moins deux

isomeres.

Les adduits MG-9-butyladéniri® ont été mis a réagir dans les mémes conditions que
les adduits MG-2-aminobenzothiazal®. Le mélange d'isomeres du produit atterifliest
ainsi obtenu avec un rendement de 14 %. L'analgsesgectres de masse et de RMN permet

d’identifier un composé de structure analogue & @kl composél (Schéma 19).

coo
® OH OH
HN N oH
| OH |

N N N N

¢ ] J wuokTHE ¢ J

N N > N N
v = v N

Schéma 19 : Formation du mélange d’'isomeéres duyirdd la famille 11152 a partir des adduits du MG sur la
9-butyladéniné1

Ces deux exemples permettent de définir une nouvelfamille de composés que

nous appellerons famille Il1.

Les composés de la famille 11l sont donc des anasglécarboxylés des produits de
la famille I. lls ne possédent pas de fonction @nés sous forme anionique a pH
physiologique. Ainsi ils ne sont pas zwitterionigugans ces conditions et ne contiennent
donc pas le pharmacophore supposé. Nous avonsréalige la synthese du composé de la
famille 11l correspondant au potentiate@Pact-11a (Schéma 20) pour vérifier, notre

hypothése de structure minimale conduisant a Vaéti
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Schéma 20 : Formation du mélange d’'isomeéres duyirdd la famille 11153 a partir des adduits du MG sur la
9-propyladénin&Pact-11a

Le mélange d’isomeres du produit attendu a éténoldgec un rendement de 37 %.

Le composé de la famille 1l issu de I'inhibiteGPinh-5a (adduit du MG sur la 2’-
désoxyadénosine) est intéressant du point de vuesode éventuel activité biologique,
malheureusement il n'a pas pu étre obtenu par celie de synthése malgré différentes

tentatives.

Nous avons par la suite essayé de décarboxyletrdsadduits de la famille | dont la
transformation en famille 1l est possible. Les atdMG-2-aminopyridine5 et MG-1-
aminoisoquinoléingl4 ont donc été mis a réagir aviBuOK. Le composé4 issu de la 1-
aminoisoquinoléine, dans ces conditions de réactioonduit principalement a o-

aminoazahétérocycle de départ.

Par contre, le mélange d’isoméres du composé taarldle Il 54 a pu étre obtenu a

partir des adduits du MG sur la 2-aminopyridigSchéma 21).

e
COO
OH OH
OH tBUOK/THF OH
5 54

Schéma 21 : Formation du mélange d’isomeres dwigrdd la famille 11154 & partir des adduits du MG sur la

2-aminopyridine
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Il est a noter que les isoméres du produit derdlli@ Il se forme rapidement et sont
obtenus avec un faible rendement de 7 %. Si osddss réaction se poursuivre, on obtient

alors le produit de la famille 8 et 'a-aminoazahétérocycle de départ : la 2-aminopyridine

Les déplacements chimiques des protons caraochgiesti des quatre mélanges

d’'isomeres de la famille 11l obtenus sont repréésmtans le tableau 8.

Déplacements chimiques en ppm

a-aminoaza Rt (RMN 'H & 400 MHz dans CDgh 21 °C)
hétérocycle | Composé CH- | CH- CH- | CH-
(%) CH; | CH3 | CHOH | CHOH
initial CHs | CHs _ _ _ _ CHs | CHs
. _ majo | mino| majo | mino _ .
majo | mino majo | mino
2-amino

] 51 17 | 1,15| 1,38| 2,25 2,25 4 35 416 4170 4)47
benzothiazole

9-butyl

o 52 14 | 1,49 | 1,19| 2,34 2,36 4,27 457 564 5)32
adénine
9-propyl

o 53 37 | 1,46 | 1,15| 2,30 2,32 4,26 459 5,14 4)/96
adénine
2-amino

o 54 7 | 1,15 1,38/ 2,26 2,25 4,35 415 473 4|47
pyridine

Tableau 8 : Déplacements chimiques des protons élange d’isoméres des produits de la famille 1l et

rendements des réactions d'obtention corresponslante

Par rapport aux composés de la famille I, on oleserusieurs modifications du
spectre de RMN qui confirment la structure. Un desgx sighaux correspondant aux groupes
meéthyles se présente sous la forme d’'un doublet@Ek). Le signal du proton lié a 'atome
de carbone portant la fonction hydroxyle secondast lui aussi sous forme de doublet
(CHOH). Et enfin, on note I'apparition d’'un signal gldmentaire sous forme de multiplet

correspondant au proton introduit a la place deration carboxylate (CHCHy).

Les rendements obtenus pour les réactions menanékamnge d’isoméres des produits
de la famille Ill sont moyens en raison d'un probé de solubilité et d’'une réaction
incompléte car elle est arrétée de maniere a degaactions secondaires. Le composé de la

famille 11l issu de la 2-aminopyriding4 est obtenu avec un rendement plus faible. Celdiest
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a la formation du produit de la famille 8l au cours de la réaction aboutissant au mélange
d’'isoméres de la famille Ill. A I'inverse, le rendent de la réaction aboutissant au composé
de la famille Il issu de la 9-propyladénib8 est plus élevé car il a été optimisé. En effet, il
était nécessaire de disposer de quantité importdatecette molécule pour différentes

évaluations biologiques.

3.3.2. Réactivité des produits de la famille Il

La réactivité des produits de la nouvelle familliseren évidence a été étudiée.

En milieu acide, ces composés se dégradent enepigsiproduits dont d-

aminoazahétérocycle initial.

Des essais préliminaires de réactivité des prodigtta famille 11l en milieu basique
ont donc été meneés dans le but de les transformerogluits de la famille 1.

Ces composés, mis a réagir avec plusieurs basHérédies de Ca(OH)et de
tBuOK), conduisent principalement afaminoazahétérocycle de départ.

Les produits de la famille Il ont également été ran solution dans la soude. Dans
ces conditions, ils se dégradent et conduiseni-antiinoazahétérocycle initial a I'exception
du composé4 issu de la 2-aminopyridine. En milieu NaOH aqueaixsi qu’'en présence

tBuOK, 54 conduit au produit de la famille &
Ces essais doivent étre poursuivis en étudianehesions des composés de la famille

lll en présence d'agent déshydratant et/ou d’oxiden effet, une déshydratation et une

oxydation sont nécessaires pour obtenir les prodigita famille 1l a partir de la famille III.

3.3.3. Stéréochimie

La structure et la stéréochimie des produits n'pas pu étre déterminées par
cristallographie aux rayons X. En effet, il n'a pag possible d’obtenir des cristaux

permettant cette analyse.
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La réaction conduisant au mélange d’'isomeres ddyirale la famille 11154 a été
réalisée a partir des mélanges racémiques majergdiminoritaire de la famille 3ab mais
également a partir du mélange racémique majorisgd5a. Dans les deux cas, on obtient le
méme mélange de stéréoisomeres.

Les composés de départ étant présents sous formeudecouples d’énantiomeres, il
est fort probable que les produits de la famillestient également constitués de deux couples
d’énantiomeres. On obtiendrait donc un mélange wdgreg stéréoisoméres que l'on observe
par spectrométrie de RMN sous forme de deux métaraggmiques d’énantiomeres (Schéma
22).

Diastéréoisomeres

Enantiomeres |i Enantiomeres

Mélange racémique | Mélange racémique

majoritaire a minoritaire b
| Signaux | ! Signaux !
 identiques !  identiques !
ren RMN .en RMN |

Schéma 22 : Relations supposées entre les difféismhéres des produits de la famille 111

Cependant, on ne peut exclure un isolement préfélem cours de la purification des
isomeres caracterisés. D’autres isomeéres pourréismegalement formés. Toutefois, ceci est
peu probable car leur polarité serait alors prat#heelle du mélange d’'isoméres obtenus et ils
seraient alors isolés lors de la chromatographie@onne de silice.
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3.3.4. Mécanisme de la réaction

3.3.4.1 Premiere hypothese

La premiére étape de la réaction de transformadies produits de la famille | en
famille Il est une déshydratation. Dans le casaleéhction menant a la famille Ill, cette
déshydratation n’est pas observée. On peut supppeercela est di a une déprotonation

d’une fonction hydroxyle.

Une premiére hypothése de mécanisme est représamtieeschéma 23.

0 (€] €] K® ]

S _tBuOH‘\O o

H H
HN > tBUOK N g/K(H N g/K(H H N "
/“\ " )|\ ° Ke — )|\ ° Ke )|\ o

Schéma 23 : Premiere hypothése de mécanisme éadéon menant a la famille 1lI

Le composé de la famille | mis en solution dang# en présence dBuOK va
donc étre déprotoné sur la fonction imine intraicye et sur une fonction hydroxyle. Puis le
groupement carboxylate va étre éliminé, entrainanfixation d'un proton. Lors de la
neutralisation de la solution, la fonction hydratg va se reprotoner aboutissant au composé
de la famille III.

Cette hypothese de mécanisme fait donc intervemiguement un centre réactif :
'atome de carbone portant la fonction carboxyldters de I'élimination du groupement

carboxylate, deux cas de figure sont envisageables

Cas n°l:la stéréochimie est conservée du fait d'un mécamisoncerté (la

configuration absolue sera inchangée apres le smaplent de CQpar H) (Schéma 24).

Schéma 24 : Cas n° 1, Stéréochimie conservée iggacpartir du mélange majoritaiaede la famille 1)
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Pour une réaction a partir du mélange majoritairedans le cas n°1, on obtiendrait
donc un seul couple d’énantiomeéres. Les configumatiSRR et RSS des composés de la

famille | restant identiques pour les composésadarhille Il (Schéma 24).

Or, on observe la présence de deux isomeéres daspédetres de RMN. Ce mécanisme
n'est donc pas compatible avec la stéréochimiecdegosés de la famille Ill. Il n’y a donc

pas rétention de configuration selon cette hypathes

Cas n°2 :la stéréochimie de I'atome de carbone portanbhation carboxylate n’est
pas conservée, aboutissant a une configuratiorieEbBo+ S au niveau de cet atome (Schéma
25).

Schéma 25 : Cas n° 2, Stéréochimie non consergaetion a partir du mélange majoritagree la famille I)

Dans le cas n°2, pour une réaction a partir du mgéanajoritairea on obtiendrait
donc quatre stéréoisomeres, sous forme de deuXesodfgnantiomeres, de configurations
absolues SRR, RSS, RRR et SSS (Schéma 25), cesjaompatible avec les résultats

observés.

Cependant, pour une réaction a partir des mélanggsritairea et minoritaireb,
comprenant les isoméres de configurations absdBRR, RSS, SSR et RRS, les huit
stéréoisomeres possibles pour ce composé a tamseatde carbone asymétriques seraient
formés et observables par spectrométrie de RMN daudorme de quatre couples

d’énantiomeéres.
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Cette hypothese de mécanisme n’est donc probabtgmasncelle qui est impliquée
dans la réaction de décarboxylation conduisantpaoduits de la famille Ill. En effet, dans le
cas n°1 comme dans le cas n°2, la stéréochimiecdegosés formés prévue par cette

hypothése n’est pas compatible avec les obsengatiwpérimentales.

3.3.4.2.Deuxiéme hypothése

Un autre mécanisme proposé pour la réaction menkntamille 11l est représenté sur

le schéma 26.

tBUOK
®
H
o k® BUOHX @
o} K
H s 0 " o
Sy -co, N ¥ e H N & H
W | oV — | o'

Schéma 26: Deuxieme hypothése de mécanisme daci@oreé menant a la famille Il|

Aprés déprotonation de la fonction imine intracgak et d’'une fonction hydroxyle, le
groupement carboxylate va étre éliminé entrairiarmalchement concerté du protoneesitué
sur 'atome de carbone qui porte la fonction alat®lsecondaire. Le carbanion formé va
ensuite capter un proton. Puis, lors de la negatain de la solution, la fonction alcoolate va

se reprotoner aboutissant aux isomeres de la aitill

Les étapes de décarboxylation et d’arrachementralomp doivent étre concomitantes

et concertées de maniére a conserver la stéréaterliatome de carbone portant la fonction
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carboxylate. Par contre, la formation d’'un carbangur I'atome de carbone portant la
fonction hydroxyle secondaire entraine une pertia déréochimie sur cet atome.

Cette perte de stéréochimie sur cet atome aboutt farmation de deux couples
d’énantiomeres, que la réaction ait lieu a padintlange majoritaira ou des mélangeset

b des composés de la famille | (Tableau 9).

Mélange d’énantiomeéres Majoritaira) ( Minoritaire ()
Enantiomére al a2 bl b2
Configuration : famille | SRR RSS SSR RRS

Configuration des isomeres de la
famille 1l SRR RSS SSR RRS

(perte de la stéreochimie de I'atome gde
carbone asymétrique central
aboutissant au mélange R +S sur cet SSR RRS SRR RSS
atome)

Tableau 9 : Configurations absolues des trois asoteecarbone asymétriques des composés de laddhill

obtenues selon la deuxieme hypothése de mécanisme

On obtiendrait donc bien des produits ayant quadrdigurations absolues différentes
(SRR, RSS, SSR et RRS) correspondant a deux cadiplesntiomeres.

Cette hypothése de mécanisme permet d'expliquenakare et le nombre des
composés isolés et caractérisés. Cependant, cgitethiese n’est valable que si tous les

isomeres formés ont bien été isolés apres lestpurification.

Une étude plus compléte est donc nécessaire pawlute sur le mécanisme de
formation des composés de la famille Ill.

3.3.5. Conclusions sur la famille I

Une nouvelle réaction de décarboxylation des ptedie la famille | a été mise en
évidence conduisant a une nouvelle famille de nubdic Cette réaction est possible sur des
composés pour lesquels la transformation en fariiléa pas été possible. Les adduits MG-
2-aminopyridine quant a eux, peuvent conduire &dé famille Il soit a la famille 11l suivant

les conditions utilisées. La décarboxylation aitjore des composés de la famille Il produit

-112 -



probablement quatre isomeres, présents sous foendewk couples d’énantiomeres, qu’il n'a
pas été possible de séparer et dont la stéréochimfeas été déterminée.

Des essais de transformation des composés de ldefdlindoivent étre poursuivis de
manieére a évaluer si, comme pour le composé ee 2aminopyridine54, ces derniers

peuvent étre des intermédiaires entre les famikdl.

Les composés de la famille Il issus de produitdadtamille | qui sont actifs sur la
protéine CFTR présentent un intérét biologique. dffet, leur évaluation en tant que
modulateurs des canaux CFTR pourra apporter desrmations sur la nature du

pharmacophore supposé.
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4. Conclusions du chapitre

Nous avons tout d’abord fait un choix de composésimerciaux contenant le
pharmacophore proposé. Grace a ces molécules, pougons explorer des variations
chimiques intéressantes en nombre et en naturealugion biologique de ces composés

devrait permettre d’obtenir des informations pordiciser notre hypothése de pharmacophore.

Dans le but d’obtenir d’autres informations surni@ure du pharmacophore, nous
avons montré qu’il est possible de généraliseétction desx-aminoazahétérocycles a un
autre o-oxoaldéhyde : I'éthylglyoxal. Toutefois, la diffité de synthese de I'EG nous a
empéchés de généraliser cette réaction a de nombxemples.

La réaction avec leg-aminoazahétérocycles est probablement possible @autres
a-oxoaldéhydes difféerents du MG et de 'EG.

Nous avons aussi étendu la réaction menant & lélddira d’autres composés en série

MG mais également a un adduit de 'EG (Schéma 28).

Par ailleurs la transformation famille | - famillea également permis de mettre en
évidence une nouvelle voie d’acces a des pyrimidgestituées (Schéma 27). En effet, le

composé de la famille Il issu de la benzamidine pome un cycle pyrimidine substitué.
o]

)K/ CO8 o
0 ® OH

AlH A HN 1) NaOH NT O
)k > )|\ OH o > )|\
R NH, . N 2)
H

Schéma 27 : Voie d’accés a des pyrimidines suléstitu

Une nouvelle famille de composés, la famille lliégalement été mise en évidence.
Ces composés sont obtenus par décarboxylationrddsifs de la famille | (Schéma 28). De
nombreuses études restent a effectuer sur ces eémphn effet, ces derniers s’avéerent
particulierement intéressants car ils sont sudokestid’étre des intermédiaires entre les
familles | et Il. De plus, leur évaluation biologig pourra permettre d’obtenir des

informations sur la structure du pharmacophore.
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Cependant, tous les composés de la famille | ngisgent pas de la méme maniére
dans les mémes conditions et ne conduisent pastougroduits attendus. En milieu basique,
les composeés de la famille | réagissent de troisiénes différentes (Schéma 28).

On peut supposer que la premiere étape de réamiwitionne les suivantes et donc
le produit final. Ainsi, si le cycle formé par ldsux molécules de MG est ouvert, la réaction
conduira a lk-aminoazahétérocycle initial, si la premiere étage une déshydratation, on
obtiendra les produits de la famille Il et enfin B réaction commence par une

décarboxylation, on aboutira aux produits de laillartil.

Famille |
e 0 S S]
R COO R COO

©
HN R HO/H,0 HN

)\ ou )|\ >
-H,0
%‘A"’\:I’ {BUOK / THF w R 2 w R
R

-C
l tBUOK/ THF | - CO, NG
N

-[H* + 2¢]
H, S
)\ HO Y HZO N
N tBuOK / THF & _~

(1 seul exemple) |

a—-aminoazahétérocycle

intitial Famille 11l Famille II

R = CH; ou CH-CH;,

Schéma 28 : Réactivité en milieu basique des ptodei la famille |

Des études complémentaires sont nécessaires afirmidex comprendre les
mécanismes qui régissent ces différentes réactidmglus, dans la famille Il derniérement
mise en évidence, d’autres investigations sontss&iees pour déterminer la stéréochimie des

isomeres isolés et pour préciser la réactivitépdeduits qui la composent.
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Chapitre 2 :

Pharmacomodulations des

potentiateurs et inhibiteurs mis

en évidence

La réaction du MG sur dasaminoazahétérocycles a permis la mise en éviddace

deux modulateurs du fonctionnement des canaux CFTR.

Au cours de ce chapitre, nous présentons les pnasérencontrés lors de la
purification de ce type d’adduits.

Les différentes modifications proposées autourdsiestures de base du potentiateur

GPact-11aet de I'inhibiteur le plus acti&Pinh-5a sont ensuite décrites.
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1. Problémes de purification des adduits du MG

A la fin de la réaction entre le MG et leaminoazahétérocycles, le milieu réactionnel
est constitué d’un meélange de différents compdSésmeélange se trouve sous forme d’une

solution visqueuse trés peu miscible aux solvambéagres.

En outre, la solution aqueuse commerciale de MGti@an de nombreux
contaminants, notamment du formaldéhyde et en déagpius faible les acides pyruvique,
lactique et formique (Kalapos, 1999). Ces compgpsé@sent réagir transitoirement avecdes
aminoazahétérocycles de départ perturbant la fowmdes produits attendus. De plus, le MG
est utilisé en fort excés (8 équivalents). En fa réaction, il en reste donc sous forme

monomerique et/ou sous forme polymérique.

Les polymeéres provenant de I'excés de MG et ledyt® secondaires résultant de la
présence d'impuretés dans la solution de MG s@¥ polaires, tout comme les adduits
attendus. Tous ces composés ont donc tendance aléés par des solvants (ou mélange de
solvants) de polarités similaires.

Les trois parametres, exces de MG, présence diebgsidans la solution de MG et

polarité des composés, rendent la purificationatkkiits du MG difficile.

Apres la réaction et I'évaporation sous pressioduité du milieu réactionnel, la
séparation de ces produits se fait par chromatbgragur phase inverse. La phase inverse
utilisée lors de la mise en évidence de la réadiune le MG et les-aminoazahétérocycles
était une silice greffée en totalité par des cla@n&8 atomes de carbongd €nd-capped).

Les résultas obtenus avec ce type de phase staiienmiétaient pas complétement
satisfaisants. En effet, les adduits du MG soné<ltrés rapidement et les fractions dans
lesquelles ils sont présents contiennent aussiGedtlses dérivés. L'augmentation de volume
de la phase stationnaire de maniere a éviter deesdes sites d’interaction n’a pas entrainé

d’amélioration de la purification.

Deux autres phases inverses ont donc été évalugessilice greffée non totalement

par des chaines a 18 atomes de carbopen@ end-capped) et une silice greffée en totalité
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par des chaines a 8 atomes de carbonpee(d-capped). L'utilisation de cette derniere a
permis une amélioration de la purification. En gffes adduits du MG sont toujours élués tres
vite et se trouvent parmi les fractions de tétejsna MG et ses dérivés sont davantage
retenus. Malgré cette amélioration, certains adduwitt nécessité plusieurs chromatographies

sur phase inverse successives.

De maniére a obtenir le mélange racémique majmijtaies fractions de
chromatographie sur phase inverse contenant lesnigeda etb sont ensuite soumises a une
chromatographie sur silice et parfois a une ctistlon dans I'isopropanol. Le choix de
purifier le mélange racémique majoritaire vientragre volonté de tester les adduits sous

forme racémique et non sous forme de mélange deeqtiastéréoisomeres.

Lorsque lo-aminoazahétérocycle de départ est trés lipoplole, observe une

précipitation des adduits attendus dans le mikagctionnel, ce qui simplifie leur isolement.

Ces difficultés de purification ont une incidenag & rendement des réactions. En
effet, les nombreuses étapes de séparation comagui mauvaise qualité de la solution de

MG entrainent une baisse du rendement.

Il est possible d’obtenir le MG avec une plus geamaireté en le synthétisant par
hydrolyse acide de la 1,1-diméthoxypropanone sud/ime distillation. Dans ce cas, la
réaction avec la 2-aminopyridine aboutit aux addaitendus avec un rendement de 84 %,
plus élevé que lorsque la solution commerciale de &6t utilisée (rendement de 58 %)
(Routaboul, 2003).

Toutefois cette technique est plus longue, pluset@e et entraine une manipulation
prolongée de MG qui est toxique. Au cours de ceaifal'intérét des composés résidant dans
leurs éventuelles activités biologiques, les rersl@s1de réaction et les purifications n’ont

donc pas été optimisés et la solution commercial@ a été utilisée.
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2. Modifications de I'adénine

Le meilleur inhibiteurGPinh-5a, et le potentiateuGPact-113 étant issus de dérivés

de l'adénineb55 (Figure 61), des modifications sur cet hétérocymhd tout d’abord été

COO COO
i N
7 6
f </f ani
Z 2

GPact 11a GPInh 5a i 3
OH

Figure 61 : Structures dgPact-113 deGPinh-5a et de I'adénin&5

réalisées.

GPinh-5a et GPact-11ane different que par le groupement porté par kitjom 9 de

la purine (Figure 61), les premieres modificatiogalisées ont donc consisté a introduire

différents groupements sur I'atome d’azote 9.

D’autres dérives de l'adénine modifiée en posit@nou 7 et/ou 8 et/ou 2 ont

€galement été synthétisés (Schéma 29).

NH,

</Zf %ﬁ

R!

eote «ﬁ &S

Schéma 29 : Modifications de I'adéniBg en position 7 ou 9 et/ou 8 et/ou 2

On peut accéder aux dérivés de I'adénine modifié@asition 7 ou 9 en une seule
étape a partir de 'adénine qui est commerciaktgeeu colteuse.
La fonction NH située en position 9 présente daadéhine un pK voisin de 10

(N9H/N9). Ce proton est donc facilement arraché en mbesique fort. Dans ces conditions,
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les agents alkylants réagissent préférentiellensemt 'atome d’azote en position 9 de
'adénine, de facon moindre sur I'atome d’azotgesition 7 et encore plus faiblement sur les
atomes d’azote en positions 3 et 1 (Kotian, 200&mbertucci, 2007).

L’introduction de substituants sur les positionst3B de I'adénine est plus longue car

plusieurs étapes de synthese sont nécessairey pauwenir.

Chacun des nouveaux hétérocycles formés a engaitaig a réagir avec le MG et le

mélange racémique majoritaire d’adduits M&iminoazahétérocyckea été isolé.

2.1. Adduits MG-dérivé de I'adénine modifiée en pos  ition 9

2.1.1. Syntheses des dérivées de l'adénine modifiée en

position 9

Un certain nombre de dérivés de I'adénine portanswbstituant en position 9 sont
disponibles commercialement. Lorsque les compabéssae sont pas commerciaux, ou trop
codteux, leur synthése a été réalisée en déprdttadanines5 par une base forte. La base
employée au cours de ce travail est NaH dans le DS d’autres bases commgQdQO; sont
aussi utilisables. A la solution ainsi formée diaglate de sodium dans le DMF est ajouté un
halogénure d’alkyle. On obtient ainsi les dérivésl’ddénine alkylée en position 9 (Schéma
30).

NH2

8</ )N 2 ia)s;e IDMF </ f\)

5_5 3

Schéma 30 : Voie de synthése de dérivés de I'adénadifiée en position 9

Cette réaction n’est pas totale et il reste togale 'adénine en fin de réaction. En
effet pour maintenir une bonne régiosélectivitélkykation et éviter une bis-alkylation, il

n’est pas possible d'utiliser un fort exces d’agahkylant.
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Au cours de cette étape, il se forme en majorisémére alkylé sur la position 9 mais
également I'isomére alkylé sur la position 7. Cdamge est relativement complexe a purifier
car 'adénine est tres peu soluble dans les savanganiques et les composés alkylés y sont
généralement moyennement solubles. Il est donitkfide réaliser une chromatographie sur

le résidu obtenu apres neutralisation du miliegtiéanel et évaporation du DMF.

Ce résidu a donc été dissout dans le minimum deHNai®solution aqueuse 1 M, de
maniere a séparer I'adénine de ses dérivés alkyleffet 'adénine va étre déprotonée, ce
qui va augmenter sa solubilité en phase aqueuss giee ses dérivés alkylés y sont
faiblement solubles. Ces derniers sont ensuitaxtde cette solution par lavage de celle-ci
avec du dichlorométhane (DCM). Puis la phase orgeniest évaporée et le résidu

d’évaporation est soumis a une chromatographiedanne de silice.

Le potentiateur précédemment mis en évide@dtact-113 porte une chaine propyle
en position 9. Les différentes modifications efféds ont donc concerné cette chaine. Tout
d’abord la longueur du substituant a été modifelepuis H (adduits du MG sur I'adénine
synthétisés précédemment (Routaboul, 2003)) jusde& chaines aliphatiques a quatre
atomes de carbone ou constituant un groupementéyfgropyle. Ces substitutions
permettent d’étudier l'influence de I'encombremestérique et de la lipophilie sur cette

position.

Des variations autour du groupement propyle, ers@mant trois atomes de carbones
comme le composé parent, ont également été réalsd@e I'introduction d’une ramification
(isopropyle), d’'insaturations (double ou tripleidan) ou d’un hétéroatome en bout de chaine

(3-hydroxypropyle).

Deux composés parmi I'ensemble des dérivés derdiadémodifiée en position 9 ont

été obtenus apres une premiere alkylation de liagén
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Le composé7 est obtenu par isomeérisation de la double liagera 9-allyladénine
56 (obtenue par la méthode décrite précédemment)ésepce déBuOK dans le DMSO
(Schéma 31) (Price, 1962).

NH, NH,
N N N A
</ | N {BUOK/DMSO </ | N
- P
N N) N N/

56 ) N

Schéma 31 : Synthése de la Z+E 9-(prop-1-enyl)addé

Les isomeres E et Z sont formés de facon concoteitdans une proportion E/Z de

75/25. Il n’a pas été possible de séparer ces ideaxeres au cours de la purification.

La molécule58 est quant a elle obtenue par alkylation de l'adébb avec du 3-
bromopropanol59 préalablement protégé sur la fonction hydroxyle pa groupement
diméthoxytrityle 60 suivie d’une déprotection de cette fonction (Schéf). Le rendement

pour les trois étapes est de 35 %.

H, NH, NH,
1) NaH N N N Ny

N NN - '/ DCA /
<D % 4 i N

PR

O Oo\ HO

ON I
NN c O O 62
Br OH * O O Pyridine O~

DCA : Acide 2,2-dichloroéthanoique
Schéma 32 : Synthése de la 9-(3-hydroxypropyl)adss

Des essais d’alkylation directe de I'adénbfeavec le 3-bromopropanéB ont aussi
été menés. Ces réactions conduisent a un mélangedigits. En effet, en milieu basique fort
la fonction hydroxyle du 3-bromopropanol est dépnée et peut ainsi conduire a des

polycondensations du réactif et du produit attendu.
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Nous avons donc décidé de protéger la fonctiondxyde du 3-bromopropanol. Le
groupement protecteur devait étre capable de eésasix conditions basiques utilisées pour
l'alkylation. Nous avons choisi le groupement dihgéytrityle qui est acido-labile et qui
présente deux autres intéréts pour cette réadioreffet, il comporte des groupements qui
absorbent dans I'UV permettant une révélation ag® CCM de suivi de la réaction. De
plus, sa taille importante permet d’obtenir le 8+thopropanol protégé sous forme solide a

pression et température ambiante ce qui facilifgréparation.

Ce composé8 a été préparé car les adduits du MG correspon@@mpsésentent un
intérét particulier. En effet, le groupement 3-hypdipropyle peut étre considéré comme un
mime structural partiel du 2’-désoxyribose. @Pinh-5a et GPact-1la présentent
respectivement un groupe 2’-désoxyribose et unpgaguopyle sur la méme positiof3
possede donc une structure a la fois proche dunfpatieur et de 'inhibiteur (Figure 62).

©

o e
coO coOo COO
@® OH ® OH @ OH
HN HN HN
N N N
(1Y </f“ ¢ f
oy A L A
OH  GPinh-5a OH 53 GPact-11a

Figure 62 : Structures comparées@feinh-5a, de63 et deGPact-11a
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Les dérivés de I'adénine modifiée en position 9aniipar la suite été mis a régir avec

le MG sont présentés dans le tableau 10.

' ,\iz Déplacements chimiques en ppm : RMN
R = </ | )N 'H & 400 MHz dans CDgh 21 °C
h N (sauf57 dans CRQOD)
R
Composé Rdt (%) N9-CHy CHar
CHs 64 Commercialisé 3,86 8,40 7,79
CH,-CHs; 65 Commercialisé 4,26 8,37 7,83
CH-(CHg) 66 26 4,90-4,80 8,37 7,88
CH,-CH=CH, 56 63 4,81 8,36 7,80
CH=CH,-CHs 57 21* 7,06/6,83 (Z/E) 8,31 8,23
CH,-C=CH 67 67 4,99 8,40 8,03
CHy,-CH,-CH,-OH 58 35 ** 4,39 8,36 7,81
CH,-CH,-CH2-CHs 68 64 4,20 8,37 7,80
CH,-Ph 69 Commercialisé 5,39 8,42 7,78
CH,-CH,-CH,-Ph 70 57 4,23 8,39 7,76

*2 étapes, **3 étapes
Tableau 10 : Déplacements chimiques des protonsddesés de I'adénine modifiée en position 9 et

rendements de la réaction d'alkylation correspotelan

Les spectres de RMN de ces composés présententsinaux correspondant aux
protons aromatiques2Het H3 de I'adénine. Les déplacements chimiques de gessx sont
situés dans la méme zone, quelle que soit la nalurgroupement alkylé présent sur la
position 9. lls varient, dans CD{He 8,36 a 8,42 ppm et de 7,76 a 8,03 ppm. Leadépient
chimique du signal correspondant au(x) proton(sitge) par I'atome de carbone du
substituant lié a 'atome d’azote 9, est quanti &duable en fonction du type de groupement.
Les groupements dont la structure est proche pig&stenn signal situé dans la méme zone de

déplacements chimiques.

Les rendements en composeés alkylés en positiomOrsoyens (entre 26 et 67 %).
Cela refletent notamment le caractere partiel deésction. En effet, dans les conditions

réactionnelles utilisées, il reste de I'adénine atkylée en fin de réaction. Si I'agent alkylant
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est utilisé en fort exces, on obtient des plus dgarproportions d’isomeres minoritaires et

également des composés alkylés sur plusieurs usitie I'adénine (polyalkylation).

2.1.2. Syntheses des adduits MG-dérivé de I'adénine
modifiée en position 9

Les dérivés de I'adénine alkylée en position 9earduite été mis a réagir avec le MG,
conduisant aux adduits attendus dont le mélangeritaaje qui a été isolé (Schéma 33 et
Tableau 11).

3 R ; R .
S Mélange Mélange
majoritairea minoritaireb

Schéma 33 : Réaction du MG sur les dérivés derdimgémodifi€ée en position 3
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Déplacements chimiques en ppm (RVHla

400 MHz dans BO a 21 °C)

R =
Mélange majoritair@
Composé | Rdt (%) CH CHOH gi CHs
X
CHs 71a 28 8,31 | 8,00 * 3,73 199 152
CH,-CHs 72a 33 8,75 | 8,11 442, 4,14 1,63 1,56
CH-(CHg), 73a 25 8,77 | 8,28 4,44, 4,78 1,61 1,58
CH,-CH=CH, /4a 43 8,76 | 8,17 442 481 159 1,57
CH=CH,-CH3 6,75/
Z+E) 75a 15 8,26 | 8,12 4,88 6.62 2,02 | 1,54
CH,-C=CH 76a 27 8,76 | 8,23 4,40 498 160 1,55
CH,-CH,-CH»-OH 63a 65 8,58 | 8,14 4,72 4,34 2,05 1,72
CH,-CH,-CH2-CHg3 77a 10 8,84 | 8,21 453 4,26 1,74 1,67
CH,-Ph 78a 14 8,24 | 8,10] 4,89 536 203 1,53
CH,-CH,-CH,-Ph 79a 25 8,11 | 7,76 * 4,62 2,00 1,46

*Signal masqué par le pic du solvant

Tableau 11 : Déplacements chimiques des protonadthsits du MG sur des dérivés de I'adénine maalifié

position 9 et rendements de la réaction d’obtertmmespondante

Les spectres de RMN de ces composés comportenutsugs signaux correspondant

aux protons aromatiques. Le signal du proton li€abone qui porte la fonction hydroxyle

secondaire est caractéristique de ces composésapaort aux molécules de départ. Les

déplacements chimiques de ces protons se situénet €d2 et 4,89 ppm. Ces signaux sont

parfois masqués par le pic du solvant, nécessitaatanalyse par spectrométrie de RMN a

une température plus élevée pour vérifier leur grés. On observe également I'apparition

des signaux correspondant aux groupes méthylek $8ea 2,05 ppm et de 1,52 & 1,72 ppm).
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Les analyses élémentaires de ces adduits fontaifmeaipour certains d’entre eux, une
obtention a I'état solide sous la forme de selatfisn. Ceci est probablement di a la qualité
de I'eau utilisée lors de la préparation des édhaims.

Les rendements en mélange majoritaire sont géméealede 20 a 30 %. La faible
valeur obtenue pour7a est liée a la mauvaise qualité du MG utilisé poette réaction.
Quant a celle dg5a elle est due a la difficulté de purification daitfde la présence des
isomeres Z et E. Le rendement élevé obtenu f8arest probablement lié a la modification
de la méthode de purification en passant d’'une nohtographie sur cartouche de phase

inverse Gg a une phase inversg.C

Cet ensemble de composés permettra, apres évalubitbbogique, d’établir des
relations structure-activité concernant l'influende la nature du groupement introduit en

position 9 de I'adénine.

2.2. Adduits MG-dérivé de I'adénine modifiée en pos  ition 7

2.2.1. Syntheses des dérives de Il'adénine modifiée en
position 7

Au cours des réactions d'alkylation de I'adéninepesition 9, un produit secondaire
est formé. Il s’agit d’'un isomere de position dégadent, portant le groupement alkyle en

position 7 (Schéma 34).

NH, NH, R NH,
7 6 \
< Syl __1)Base /DMF </N | SN < | N
) T2RX . ) N N)
/ N

Majoritaire Minoritaire

Schéma 34 : Voie d’accés aux dérivés de I'adéniogifiée en position 7

Ces composeés sont isolés de la méme maniére que ilEameres en position 9,

desquels ils sont séparés au cours d’'une chronaguioigr sur colonne de silice. lls présentent
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une polarité et des déplacements chimiques différéa leurs isomeéres alkylés en position 9
(Tableau 12).

R\ ik Déplacements chimiques en
o <N | Y ppm (RMN*H a 400 MHz
\N N) dans CDG a 21 °C)
Composé Rdt (%) CHy N9-CHy
CHs 80 Commercialisé| 8,24 7,98 4,04
CH,-CH,-CH;s 81 11 8,03 8,00 4,35
CHy-CH=CH, 82 10 8,07 8,03 5,04

Tableau 12 : Déplacements chimiques des dérivsadénine modifiée en position 7 et rendementsale |
réaction d’alkylation correspondante

Les spectres de RMN de ces composés présentatgugssignaux correspondant aux
protons aromatiques de l'adénine. Ces deux sigrsmm beaucoup plus proches lI'un de
'autre que ceux des isomeéres en position 9. Leasigorrespondant aux protons portés par
'atome de carbone du groupe alkyle lié a 'atorfezdte 7 est quant a lui plus déblindé que
celui des isomeres en postion 9. La spectromégiendsse de ces composés montre une
masse identique a celle du composé alkylé en poseti Le maximum d’absorption relevé
dans le spectre UV est différertqax = 249 nm pour la 9-propyladénine alors Gug =273

nm pour la 7-propyladénine.

Ces composeés étant des produits secondaires d@addon d’alkylation, ils ont été

obtenus avec des rendements faibles.

2.2.2. Syntheses des adduits MG-dérivé de I'adénine

modifiée en position 7

Les dérivés de I'adénine alkylée en position 7 gmént un intérét pour I'étude des
relations structure-activité concernant I'introdantde groupements en diverses positions de
'adénine. La 7-propyladéningl et la 7-allyladéning2 ont donc été mises a réagir avec le
MG (Schéma 35).
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[
COoO0
NH HN
R 2 R
\ )vo \ | OH
<N | XN N | N
\ ) >\ > <\ )
Z Z
N N N N
Schéma 35 : Réaction du MG avec les dérivés dériag modifiée en position 7

Malheureusement, lors de la réaction avec le MGsndobservons pas la formation
des adduits attendus et pas de réaction. De mamiévaluer I'influence de I'encombrement
stérique sur la position 7, la 7-méthyladén@te(composé commercialisé) a également été
mise a réagir avec le MG. Dans ce cas la non @asadduits attendus n’ont pas été observeés.
Malgré une température plus élevée et des tempSadtion beaucoup plus longs, la réaction

ne se produit pas.

Dans ces conditions de réaction, il n'est donc passible de former les adduits

attendus a partir de dérivés de I'adénine alkytépasition 7.

2.3. Adduits MG-dérivé de I'adénine modifiée en pos itions 8 et/ou 9

2.3.1. Syntheses des dérivées de l'adénine modifiée en

positions 8 et 9

Des modifications ont ensuite été entreprisesapokition 8 de I'adénine. A partir de
dérivés de l'adénine alkylée en position 9, un a&ate brome, qui pourra facilement étre

substitué par la suite, a été introduit en posi@on
Ces modifications ont concerné deux dérivés dethiate substituée en position 9 : la

9-propyladénine et la 2'-désoxyadénosine correspaing la structure hétérocyclique de base
du potentiateuGPact-11aet de l'inhibiteurGPinh-5a.
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La 8-bromo-2’-désoxyadénosil@d a été obtenue avec un bon rendement (75 %) par
bromation de la 2’-désoxyadénosifi8 dans une solution agqueuse de dibrome (Laayoun,
1992) (Schéma 36).

A la fin de la réaction, I'exces de dibrome estn@tié par ajout d’'une solution aqueuse
saturée de thiosulfate de sodium. Le dérivé bromaéipite lors de la neutralisation par ajout

de soude.

NH, NH,

@ b

Schéma 36 : Synthése de la 8-bromo-2'-désoxyadem@si

La 8-bromo-9propyladénine86 a quant a elle été obtenue par bromation de-la 9
propyladénine38 dans le méthanol, en utilisant un excés de dibremerésence de 2,6-
lutidine 85 (Schéma 37).

NH,

Schéma 37 : Synthése de la 8-brompr8pyladéning36

La 2,6-lutidine85 est une base utilisée pour éviter la diminutiorpHequi se produit
au cours de la réaction. En effet, la 8-bromo-PpladénineB6 est instable en milieu acide,
il est donc nécessaire de garder des conditionsaseou basiques tout au long de la réaction.
De plus, la 2,6-lutidine85 est faiblement nucléophile, il y a donc peu degues quelle
réagisse au cours de la réaction en substituticiéophile de I'atome de brome du composé
87 formé.
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Le produit attend@6 est obtenu avec un rendement de 66 % apres uifiegtion par
précipitation dans I'eau. Cette méthode de putifica permet d'éviter de recourir a une
chromatographie sur colonne de silice au cours atpidlle la séparation entre la 9

propyladéning8 et la 8-bromo-Propyladéning6 est délicate.

L’atome de brome présent en position 8 dans lex demposés obtenus (la 8-bromo-
9-propyladénine86 et la 8-bromo-2’-désoxyadénosir®)) a ensuite été substitué par

différents groupements (Schéma 38).

NH,

%f\ RY N& Y4</N |\N
TN

Rl

Schéma 38 : Voie de préparation de dérivés derniagénodifiée en position 8 et 9

Pour réaliser la substitution en position 8, nousna sélectionné un ensemble de
groupements qui présente une certaine variété ghamtout en étant de petites tailles et
possédant une liphophilie faible de maniére a reetpmp perturber la biodisponibilité et les
interactions au niveau du site de reconnaissanceCHER. Les substituants choisis
comportent un hétéroatome pouvant réaliser ungutaucléophile sur I'atome de carbone
portant I'atome de brome.

Une série de dérivés de I'adénine modifiée en post8 et 9 a ainsi été préparée.

Deux composés de cette série ont été obtenus paraim de synthése différente.

Le compos&8 est obtenu a partir d&/ aprés déprotonation de la fonction thiol puis

alkylation du thiolate formé avec l'iodure d’éthylgéchéma 39).
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NH,

- s%f)

Schéma 39 : Synthése de la 8-éthylthio-2'-désoxyasi@ée 88 par alkylation de la 8-mercapto-2'-

OH

désoxyadénosing7 avec l'iodure d'éthyle

Le compos&9 a, quant a lui, été synthétisé par hydrolyse agtfd aqueux) de la 8-
bromo-9-propyladénin86 (Schéma 40).

NH, NH,
H

/N SN _Hol 379 " N

Br—< | ) O=< | )
N N N N

86 L L 89

Schéma 40 : Synthese de la 8-hydroxyr&pyladéning9 par hydrolyse acide de la 8-bromepfpyladénine
86

Les déplacements chimiques des protons des dédeesadénine modifiée en

positions 8 et 9 sont représentés dans le tablgau 1
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NH,
Déplacements chimiques er
v N (RMN*H a 400 MH
m a z
o oy 2/Y—< | ) pp ‘
R N N dans CROD a 21 °C)
Rl
Composé| Rdt (%) H2 N9-CHy | C8Y-CHy
Br 84 75 8,13 6,49 --
2'-désoxy SH 87 84 8,10 6,99 -
ribose CHs-CHx-S 88 96 * 8,08 6,37 3,29
CH;-CH,-O 90 40 8,07 6,37 4,60
Br 86 66 8,19 4,22 --
OH 89 qtf** 7,96 3,83 --
CH,-CH,-CHs
CHs-S 91 54 8,11 4,09 2,77
CHs-O 92 50 8,08 3,98 4,18

* obtenu a partir d87 par alkylation avec I'iodure d’éthyle
** obtenu a partir d86 par hydrolyse en milieu acide ; rendement qudittita
Tableau 13 : Déplacements chimiques des protonsiéiégs de I'adénine modifiée en positions 8 &t 9

rendements de la réaction d’obtention correspordant

Par rapport aux composés alkylés en position Quemtgnt, on note la disparition
d'un des deux signaux correspondant aux protormatiques. Les déplacements chimiques
correspondant au(x) proton(s) porté(s) par I'ataaecarbone de la fonction liée a I'atome

d’azote 9 varient en fonction du type de groupenfigétsur la position 8.

Les rendements des réactions de substitution tterie de brome en position 8 sont
moyens malgré l'utilisation d’exces de réactifsaltre part, les produits obtenus ont souvent
une polarité voisine de celle du composé de départjui rend leur purification délicate. De
plus, certains d’entre eux (notamment les dérielR®’-désoxyadénosine) sont peu solubles

dans les solvants organiques.
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2.3.2. Syntheses des adduits MG-dérivé de Il'adénine
modifiée en positions 8 et/ou 9

Les dérivés de I'adénine modifiée en positions 8 eht ensuite été mis a réagir avec
le MG.

Les dérivés de la 2'-désoxyadénosine portant urstgulnt en position 8 se sont
avéres instables dans les conditions de la réad®our ces dérivés, on observe la formation
d’autres adduits, en plus des adduits atteadetd. L’'un des mélanges isolés correspond aux
adduits attendus, alors que l'autre contient dekiiégl ne présentant plus le 2’-désoxyribose
en position 9 (Schéma 41).

NH2 (o)

N N )k/o
N
aprE=—
R2 /N N/
Rl

R! = 2'-désoxyribose
0U CHy-CH,-CH,

Mélange majoritair@ Mélange minoritaird
non substitué en position 9 non substitué en position 9

Schéma 41 : Préparation des adduits MG-dérivéadigiine modifiée en positions 8 et/ou 9

La solution de MG est acide (pH aux alentours der3)a liaison entre I'adénine et le
2’-désoxyribose est hydrolysable en milieu acide.plus, la substitution sur la position 8 par
un hétéroatome possédant un doublet libre favtsiseupure de cette liaison observée dans

le milieu réactionnel ou méme en condition neuttegimple chauffage (Laayoun, 1994).

Cette réaction secondaire est intéressante puikgpermet d’accéder a des dérivés

de l'adénine modifiée uniquement sur la positionC&pendant, la présence simultanée de
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guatre mélanges racémiques de polarités voisineplapue énormément la purification de

ces produits si I'on cherche a obtenir les addentsérie 2’-désoxyribose.

Nous avons donc essayé de nouvelles conditiongaidions de maniere a éviter cette
réaction de coupure du 2’-désoxyribose. En augmeiidéagpH de la solution agueuse de MG
par ajout d'acétate de sodium (pH aux environs Jele® adduits ne portant pas le 2'-
désoxyribose sont formés en quantité plus faibteutdfois, cette hausse du pH ralentit la
réaction entrainant une plus forte dégradation 'decés de MG ce qui perturbe la

purification.

La 8-bromo-9-propyladéning6 est, elle aussi, instable dans les conditionsade |
réaction. En effet, il se produit probablement déactions secondaires résultant de la
substitution facile de I'atome de brome. La réactavec le MG aboutissant a un meélange

complexe de produits, dont il n'a pas été posgikleéaliser I'isolement des adduits attendus.

Ce comportement n’a pas été retrouvé pour la 8-br@hruésoxyadénosing4, pour

laquelle des adduits du MG ont été isolés.

Les déplacements chimiques des protons des addGitdérivé de I'adénine modifiée

positions 8 et/ou 9 sont récapitulés dans le tablda
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©
WC00
[cPPa OH
HN
| OH ) - K
Y%Nf\N % Déplacements chimiques en ppm (R
L /N ) a 400 MHz dans D a 21 °C)
R'= | Rey= |[R 000
Mélange majoritair@
C s| Rdt(%) | H | CHOH NFC8Y oy
omposé 0
" cHy| ch °
Br 93 Non isolé -- -- -- -- -- --
8,08/ 1,61/
_ SH 94ab** 6 4,97/* | 6,84 -- 2,06
dRib 8,06 1,57
CHs-CH»2-S 95 15 8,34 491| 6,45 3,24 | 1,98 1,60
CHs-CH>-O 96 12 8,18/ 4,85| 6,32 453 | 2,04, 1,55
Br 97 19 8,54 4,50 -- -- 1,86 1,683
H SH 98 5 8,16| 5,13 -- -- 2,31 1,86
CHs-CH»2-S 99 13 8,40 * -- 3,17 195 1,62
CH3-CH,-O 100 Nonisolé | - - - - - -
o OH 101 16 8,23| 494 | 341 -- 1,63| 1,56
I
(17 "6 CHs-S 102 12 8,68/ 4,06| 3,94 2,73 1,94-1,50
F| CHszO 103 36 8,59 4,70 3,96 4,19 | 1,89] 1,66

* Signal masqué par le pic du solvant, ** le mélanmajoritairea n'a pas pu étre obtenu seul sans le mélange
minoritaireb, dRib : 2’-désoxyribose
Tableau 14 : Déplacements chimiques du proton ddsis MG-dérivé de I'adénine modifiée en positiéns

et/ou 9 et rendements de la réaction d’obtentiorespondante

Les spectres de RMN présentent les signaux caistées des composés de la
famille I. On note en effet la présence du signairespondant au GPH pour des
déplacements chimiques de 4,06 a 5,13 ppm etdaawsx des deux groupements méthyles de

1,63 a2,13 ppm etde 1,50 a 1,86 ppm.
Les rendements en adduits du MG-dérivé de I'adénindifiée en positions 8 et 9

sont généralement assez faibles. Cela est surtogtd pour les adduits issus de la 2'-

désoxyadénosine modifiée en position 8. En effatlgn® 'augmentation de pH du milieu
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réactionnel, on observe toujours la formation diduds de I'adénine issus de la coupure du

2’-désoxyribose.

La synthése d’adduits du MG portant une chaineypeopn 9 et un autre substituant
en 8 permet de disposer d’analogues du potenti@Pact-11a Les adduits du MG sur la 2'-
désoxyadénosine modifiée en 8 correspondent quauixaa des analogues de linhibiteur
GPinh-5a. Les adduit999 et 100 du MG sur I'adénine modifiée uniquement en posit®
sont voisins deGPact-11a puisqu’ils possedent une chaine a trois atome&efigur une

position voisine.

Grace a ces modifications, nous allons pouvoirligtdb nouvelles relations structure-

activité des adduits MG-dérivé de I'adénine sysriatéine CFTR.

2.4. Adduits MG-dérivé de I'adénine modifiée en pos  itions 2 et 9

2.4.1. Syntheses des dérivées de l'adénine modifiée en

positions 2 et 9

La position 2 de 'adénine a également été modfiger obtenir une nouvelle série de
composés de la famille | portant une chaine promie9, commeGPact-113 et un
substituant en position 2.

Ces composés ont été préparés a partir de la éyedipurinel04 comme composé
commercialisé de départ. Les deux atomes de cldibués sur cette molécule ont une
réactivité difféerente. En effet, il est possible sigstituer la position 6 de maniere sélective.
Pour aboutir a la 2-chloroadénine, dont 'atomeckliere pourra étre substitué par la suite, il
est donc nécessaire d’introduire une fonction ansimela position 6. Ce composé pourra
ensuite étre substitué en position 9 par un groepepropyle grace a une alkylation similaire
a celle permettant I'obtention de la 9-propyladénin
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Une méthode de synthése permettant d’introduilectiment un groupement NE la
place de I'atome de chlore situé sur la positiote@a 2,6-dichloropurine est décrite. Mais,
cette synthése se fait a haute température en glaaseise et est donc difficile a réaliser au

laboratoire (Maruyama, 2000).

Nous avons donc choisi d'utiliser une autre méthbdsée sur une substitution de
'atome de chlore en position 6 de la 2,6-dichlanipe 104 par I'amine de la 4-
meéthoxybenzylaming05 (Schéma 42) (Alarcon, 2001). On obtient ainsideposé€L06 qui

peut conduire au composeé recherché par deux veisgrithése différentes.
cl

<N | XN
N NA\CI
104

H NH, 1) K,CO4 NH,
Voie | N Y Z)Br_\_ \N
L CALA - </
~ N N~ cl cl
105 © TFA H 107
H 108

f?@

1) K,CO;

2)Br
_\— 109
Voie Il

Schéma 42 : Voies de synthése de I'adénine modifigeositions 2 et 9

La voie | comporte une étape d’élimination en miligcide fort du groupement 4-
meéthoxybenzyle conduisant a la 2-chloroadédidé Cette derniére est peu soluble dans les
solvants organiques. Le milieu réactionnel a dompkement été neutralisé et soumis a une
évaporation. Le résidu obtenu est ensuite alkyb&r pntroduire une chaine propyle sur la
position 9 de la 2-chloroadénine, dans les mémaeslitons que celles utilisées dans la
synthese de la 9-propyladénine. Cette alkylatiomdad a la 2-chloro-9-propyladéniri®8

qui est obtenue avec un rendement global pourdesdtapes de 60 %.

La voie Il comprend les mémes étapes que la voiai$ dans un ordre différent. Une
alkylation de la 2-chloro-6-(4-méthoxybenzylamirdgainel06, dans les mémes conditions

gue celles utilisées dans la synthese de la 9-fad@gine, conduit a la 2-chloro-6-(4-
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meéthoxybenzylamino)-9-propyladéniri09. Cette derniere est soluble dans les solvants
organiques du fait de la présence des groupemeafs/lp et 4-méthoxyybenzyle, ce qui
permet sa purification par chromatographie surmado Puis une coupure du groupement 4-
meéthoxybenzyle en milieu acide fort permet d’obteld composé ciblel08 avec un

rendement de 51 % pour les trois étapes.

La voie | permet donc d’obtenir le composé cibleaun meilleur rendement et en
évitant une purification intermédiaire. Cette mékhade synthese est plus rapide et plus

efficace, elle sera donc a privilégier pour d’éueties syntheses ultérieures.

Un autre dérivé de I'adénine modifiée en positidres 9 a été synthétisé. Il s'agit de la
2-méthoxy-9-propyladéningl0 synthétisée par réaction du méthanolate de sodugu la 2-

chloro-9-propyladéning08 (Schéma 43).

NH, NH,
N N
J SN CHONa g SN
LA AL
N N Cl N N o~
108 110
Schéma 43 : Synthése de la 2-méthoxy-9-propyladdrii
Le groupement méthoxy a été choisi de petite tdidlenaniére a ne pas perturber la

réaction entre I'atome d'azote en position 1 eMi8. La 2-méthoxy-9-propyladéninkl0 a
été obtenue avec un bon rendement de 81 %.
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Les déplacements chimiques des protons de cesabauposés sont présentés dans le

tableau 15.

NH,
</N | Sy Déplacements chimiques en ppm
" N N)\R (RMN *H & 400 MHz dans CDgl
S a2l°C)
Composé Rdt (%) H3 N9-CHy | C2-0O-CHs
Voie | : 60 *
Cl 108 _ 7,82 4,15 -
Voie |l : 51 *
CH30 110 81 ** 7,63 4,07 3,96

* pour les 3 étapes, ** depui8
Tableau 15 : Déplacements chimiques du proton éeisés de I'adénine modifiée en positions 2 et 9 et

rendements de la réaction d’obtention correspordant

Par rapport aux composés alkylés uniquement ertigro$d, on note la disparition
d’'un des deux signaux correspondant aux protonmatiques. Le signal correspondant au

CH. lié a 'atome d’azote 9 est peu influencé pardture du groupement fixé en position 2.

2.4.2. Syntheses des adduits du MG sur des dérivés de

'adénine modifiée en positions 2 et 9

Le composél10 portant un groupement GE en position 2 a été mis a réagir avec le
MG. Les analyses par CCM effectuées au cours garification sont difficiles a interpréter.
En effet, on observe plusieurs composés de polagiseproches formant une trainée lors de la
révélation.

Lors de l'analyse par spectrométrie de RMN destifsas de chromatographie sur
colonne de silice obtenues lors de la purification, observe trois signaux distincts aux
environs de 8,1 ppm. Dans cette zone, seulemenk dggnaux sont attendus. IIs
correspondent aux protons portés par I'atome deooar en position 8 de I'adénine dans les

mélanges majoritaira et minoritaireb.
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Le reste du spectre est plus classique montrardédioublement (correspondant au
mélangea et b) des signaux des groupements méthyles et CH pp&ése nouveau cycle
formé, conformément a la structure des moléculésinags synthétisées précédemment.

Lorsque I'analyse par spectrométrie de RMN estctifee a 45 °C, on n’observe plus,
dans la région des protons aromatiques, que degiawsx dont les intégrations sont
cohérentes avec celles des autres signaux dédopblésles mélanges majoritaie et

minoritaireb.

On ne retrouve pas ce phénomene lors de I'analgseadduitsL08 portant un atome
de chlore en position 2.

Par contre, on observe trois signaux distincts eamrons de 4,90 ppm. Dans cette
zone se trouvent les signaux correspondant au rprd@s mélanges majoritaire et
minoritaireb liés a I'atome de carbone portant la fonction bygte secondaire du nouveau
cycle formé. Dans ce cas également, ce signal @igparsque I'analyse par spectrométrie de
RMN est effectuée a 45 °C.

Les signaux supplémentaires observés dans lesrepeates adduits MG-dérivé de
'adénine portant un substituant en positions 29etorrespondent probablement a des
conforméres stables des adduits attendus.

L’encombrement stérique apporté par la substitutem position 2 a donc

probablement un effet sur les conformations possitlu cycle créé et entraine des génes a la
rotation des groupements.
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Pour chacun des composés de départ, le mélangduitmdnajoritaires a été isolé
(Tableau 16).

Déplacements chimiques en ppm (RM#a 400 MHz dans

D,0O a 21 °C)
R =
Mélange majoritair@
C2-Y-
Composé| Rdt (%) H CHOH | N9-CHy CHs

CHx
Cl 111 9 8,08 4,94 4,09 -- 2,13 1,63
CH30 112 15 7,77 4,99 3,90-3,84 2,10 1,64

Tableau 16 : Déplacements chimiques du proton ddsis du MG sur des dérivés de I'adénine modiéée

positions 2 et 9 et rendements de la réaction ditlutn correspondante

Les rendements obtenus pour les adduits du MGesuidrivés de I'adénine modifiée

en positions 2 et 9 sont faibles. Cela est d0 aftficutés de purification. En effet, les

analyses par CCM réalisées au cours des chromptogsasur colonne de silice étaient

difficiles a interpréter, probablement du fait texistence de plusieurs conformeéres stables.

Nous disposons ainsi de deux autres composés guiefieont d’enrichir la gamme

des adduits MG-dérivé de I'adénine et d’établimdavelles relations structure-activité vis-a-

vis de I'importance des différentes positions dessitution.
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3. Conclusions du chapitre

La méthode de purification des adduits du M@&minoazahétérocycles a été
optimisée. Cependant, elle reste longue et diffi@h raison de la forte polarité de ces

composeés et du choix d’isoler et de tester les igglchajoritaires.

La position 1 et la fonction amine en 6 de I'adéndloivent rester libres pour pouvoir
réagir avec le MG. Des substitutions sur les pms#i2, 3, 7, 8 et 9 sont donc possibles. Des
alkylations sur les atomes d’azote des positioes F ont été réalisées mais pas sur I'atome
d’azote en position 3, qui ne réagit pas dans teglitions de réaction utilisées. D’autres
modifications ont également été introduites supdsition 2 ou 8 a partir de dérivés de

'adénine portant un substituant en position 9d@soxyadénosine ou 9-propyladénine).

Nous avons ensuite réalisé la synthese d’'une sériée d’adduits du MG sur les
dérivés de l'adénine modifiée par introduction dffécents substituants en différentes
positions (Schéma 44).

La réaction du MG avec différents dérivés de I'adérpermet I'accés a de nouvelles
molécules potentiellement actives. Cette réactlmutt, dans la grande majorité des cas aux
produits attendus. L'objectif de ces synthéses,étpit de disposer d’'une gamme importante

d’analogues des composés acHRinh-5a et GPact-11g est donc atteint. Cependant, les

adduits isolés sont obtenus avec des rendementensioyu faibles apres des étapes de

purification longues et délicates.

Ces composés sont destinés a étre évalués enuanmnqgdulateurs de la protéine
CFTR. Les résultats apportés par cette évaluatiewatent permettre d’identifier des
relations structure-activité pour cette série dmposés. La mise en évidence d’adduits plus
actifs queGPact-11a et GPinh-5a pourrait permettre d’envisager une utilisation abs

composeés en tant qu’outils pharmacologiques p@&tude de CFTR, voire en tant qu'agents

thérapeutiques pour le traitement de la mucovisadm des diarrhées infectieuses.
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Un résumé des synthéses effectuées d’adduits Mi@edde I'adénine modifiée est

représenté sur le schéma 44.

S}
[lele) Rl=H
OH CHjs
CH,CHjs
oH CH,CH,CHs
CH(CH;),
CH,CH=CH,
CH=CHCH,
CH,C= CH
R CH,CH,CH,OH
COO CH2CH2CH2CH3
OH CH,Ph
CH,CH,CH,Ph
Ribose
</ NH, 2'-désoxyribose
RS N XN
’ < ) X 5
R N = CO0
R®= CH,CH,CHs H N @ OH
RZ HN
R6= OCH, | | OH
Cl N | N
A
N N/
2 _
coo R®= CHs
OH CH2CH2CH3
CH,CH=CH,
R44</ f\
R3
R3=H | CH,CH,CH; | 2'-désoxyribose
R*= SCH,CH; | OCH; SCH,CHj
SH SCH, OCH,CH;
Br OH SH

Schéma 44 : Ensemble des adduits MG-dérivé derliadénodifiée
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Chapitre 3 : Evaluation des

COMPOSES prépares

Les molécules retenues parmi des composés commmeraiadont les syntheses sont
décrites dans les chapitres précédents ont étaééasbur la protéine CFTR. En plus de leurs
activités potentielles, ces composés ont plusiautges intéréts. Ills constituent un ensemble
de structures qui pourra permettre d’établir déations structure-activité et ainsi de guider
les synthéses ultérieures de molécules activegliBe leur étude peut permettre d’identifier
le pharmacophore ou encore de proposer des hygstledscernant leur site et leur mode
d’action sur la protéine CFTR. Ces différents atpeont développés dans ce chapitre.

Les évaluations biologiques des composeés syntkétigdaboratoire ont été, pour la
plupart, réalisées par I'équipe partenaire : Equipg/siopathologie et Pharmacologie des
Canaux loniques (Pr Frédéric Becq) de I'InstitutRig/siologie et Biologie Cellulaires (UMR
6187 Université de Poitiers/CNRS).

Ce chapitre débute par la description d'étudestivela a la synthése de grandes

guantités des composés les plus actifs mis en rsgédprécédemment et a leurs propriétés

physico-chimiques.

Une partie des résultats présentés dans ce chapitaé I'objet d’une publication
(Routaboul, 2007).
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1. Syntheses et propriétés physico-chimiques

1.1. Synthéses a grande échelle

Les évaluations par des tests sur tissus ou in &imsi que les essais de réactivité
nécessitent des quantités importantes de compotiés Blous avons donc envisagé d’autres
techniques de purification pour réaliser un chargygm’échelle et disposer de produits de la
famille | dans des proportions supérieures ou égalegramme.

Trois composés ont été synthétisés a grande échiekeagit des adduits MG-2-
aminopyridine5 qui ont été utilisés pour des études de réactigitéle deux composés actifs
préecédemment mis en évideng@Pact-11aet GPinh-5a.

Une grande quantité de 2-aminopyridh€30 g) a été mise a réagir dans I'eau avec le
MG. La méthode de purification a ensuite été adapkn effet, apres évaporation, la
technique usuelle de purification fait appel a wheomatographie sur phase inverse. Les
guantités de phase inverse nécessaires pour cettait¢ d’adduit rendraient la purification
tres colteuse. Des essais de précipitation destaddtendus dans le milieu réactionnel ont
été réalisés. Le solvant permettant la meilleuézipitation a la fois du point de vue de la
sélectivité et de la quantité est le THF (300 nAprés un simple lavage du précipité a I'éther
diéthyligue, on obtient les deux mélanges d’addmiteoritaire et majoritaire du composé

attendubab avec un rendement de 63 % soit environ 48 g (SalEn

coo®
® OH
NH, HN
o) | OH
NN )J\/O N
> |
F A ~ 5ab

Schéma 45 : Réaction du MG sur la 2-aminopyridiadoutissant aux adduBsb

Malheureusement cette technique de purificationpas pu étre adaptée a la synthése
de GPact-11aet GPinh-5a. En effet, la méthode mise au point ne permetdiaistenir le

mélange majoritaire seul, ce qui est nécessaire @mluer ces composes, bien que I'activité

du mélange majoritaira soit proche de celle du mélange minoritaifgCf Ch3 2.1.12).
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De plus, la solubilité d&Pact-11aet GPinh-5a est différente de celle dgab, leur

précipitation dans le THF n’est donc pas ausscati.

GPact-11laet GPinh-5a ont donc été synthétisés et purifiés par la méthadssique

faisant appel a une chromatographie sur phase sevenivie d’'une chromatographie sur
silice. Ces deux composés ont été obtenus danquidegités voisines du gramme avec des
rendements Iégérement inférieurs mais comparabdesia obtenus sur des quantités dix fois

plus faible.

En ce qui concern&Pact-113 I'optimisation de la premiere étape de prépanatia
dérivé de I'adénine, qui est mis a réagir avec @, beaucoup apporté dans la synthése de

grande quantité d’adduits.

1.2. Solubilité

Les composés préalablement synthétisés sont destiBére évalués biologiguement.
Il est donc important de connaitre leur solubiété milieu aqueux. La solubilité des adduits
de la famille I les plus lipophiles, c'est-a-dies bdduits MG-1-aminoisoquinoléidd, a donc
été mesurée. Ces adduits possedent une soluligé® de 8 mmol/L dans I'eau soit 2,3 g/L.
La solubilité du meilleur inhibiteuGPinh-5a qui est beaucoup plus hydrophile, a également
été mesurée. Ce composé est soluble dans I'eae éomeentration supérieure a 100 mmol/L
(49,3 g/L), ce qui est bien plus élevé que sop t€levée lors de tests cellulaires (71 pmol/L).
Le potentiateurGPact-11a possede lui aussi une solubilité dans I'eau sapggi a 100
mmol/L (32,1 g/L). La encore la solubilité de carqmsé est bien plus élevée que soREC

relevée lors de tests cellulaires (3 pmol/L).
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1.3. Stabilité

1.3.1. Dans l'eau

Les composéssPact-11a et GPinh-5a ont été utilisés comme témoins pour les

criblages de molécules synthétisées par la suie. @mposés sont stockés au congélateur
sous forme de solution mere a 100 mM dans I'eas. 0&utions sont décongelées lorsqu’un
criblage est effectué. Une quantité suffisante gméparer une solution fille plus diluée est
prélevée, puis la solution mére est recongeléesNwons donc voulu vérifier la stabilité de
GPact-11aau cours de cycles de congélation/décongélatioressifs.

Une solution dé&GPact-11aa 100 mM dans I'eau a été préparée en remplagadh 1
en volume de I'eau par D de maniére a pouvoir réaliser une étude par ispeétrie de
RMN.

Cette solution a été soumise a des cycles de caig@bécongélation et analysée par

spectrométrie de RMN lors de chaque cycle.

La séquence de spectrométrie de RMN utilisée pedmetaliser 'analyse malgré la
forte proportion d’eau non deuterée. Cependantaiosr signaux dont les déplacements
chimiques se situent a proximité de celui de I'eawsont pas visibles. Ainsi, pour le composé
GPact-113 les signaux correspondant aux protons du groupe@ig; lié a I'atome d’azote
et, au proton porté par l'atome de carbone lié afdaction hydroxyle secondaire

n'apparaissent pas sur les spectres de RMN locg dgoe d’expériences.

Aucun changement n’est observé dans les spectre®RMHN tout au long de
'expérience (10 cycles de congélation/décongétat{gigure 63). Ce résultat reflete donc la
bonne stabilité du compos&Pact-11adans ces conditions. L'utilisation d’une solutioere
de GPact-11acongelée pour une utilisation en tant que témois Hes criblages est donc
possible au vu de la stabilité de ce composé.
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Figure 63 : Spectres de RMN deGPact-11aa 100 mM dans ED/H,O (1/9) (400 MHz & 21 °C) enregistrés

lors de cycle de congélation/décongélation

1.3.2. En présence de DTT (Dithiothréitol)

Certains tests biologiques d’évaluation@Bact-11lasur tissu nécessitent I'emploi de
DTT (Figure 64). Ce composé est utilisé comme rtlucpour fluidifier le mucus lors de

tests sur intestin de souris.
H

/\/\/SH
HS

H

llile)

Ollne

Figure 64 : Structure du DTT

Le DTT, qui est aussi nucléophile, pouvait potdlgieent réagir ave&GPact-11a
Ces deux composés ont donc été mis en solution diemgonditions similaires a celles de
I’évaluation biologique (valeurs de pH, de tempématet milieu identiques). Cette expérience
a été menée a l'abri de l'air, sous atmosphéregdian24 h), puis a l'air libre (24 h) sans

observer de réaction des add@i8act-11aavec le DTT.
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2. Evaluations biologiques complémentaires des comp 0Seés

précédemment synthétisés (notamment GPact-11a et
GPinh-5a)

2.1. Tests cellulaires (in vitro)

2.1.1. Evaluation par le test d’efflux d'ions iodur  es

Le test d’efflux d’ions iodures consiste & mesueevitesse de sortie d’ions iodures
radioactifs'®J~ incorporés dans le milieu intracellulaire. Lessdoadures sont utilisés car les
deux radiotraceur§™” et**CI” peuvent étre considérés comme équivalents pauesare de
I'activité d’un canal chlorure (Venglarik, 1990) @te la demi-vie de I'iol*1~ est beaucoup
plus courte que celle de I'icfiCI~ (demi-vie respective de 30 jours et de 300000. sk®eS
incubation des cellules dans un milieu contenatdes iodures radioactif§’”, la constante
de vitesse de sortie de la cellule &5 est mesurée en présence d'un activateur de CFIR :
forskoline (fsk) (Figure 65).

%
~
Z
Z
74

OH

Figure 65 : Structure de la forskoline (fsk)

Aprés détermination de la constante de vitesseivaam basal, les molécules a tester
sont ajoutées et la variation de la constante @ssé mesurée. Si cette constante augmente, il
s’agit d'unpotentiateur, si elle diminue, il s’agit d’un inhibiteur. Il eégalement possible de
réaliser le test d’efflux en I'absence de stimwatipar la fsk pour évaluer le caractere

activateur des composés testés sur CFTR.
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2.1.1.1. Activité sur différentes mutations de CFTR

2.1.1.1.1 Molécules inhibitrices

Les résultats de I'évaluation d’adduits de la fémil (Figure 66) par le test d’efflux

d’ions iodures sur différentes mutations de CFTR poésentés le tableau 17.
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GPinh-5a
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® OH
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| OH
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~~ GPinh-17ab

©
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® OH
HN
| OH
| N
N

o
coo
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GPinh-8ab = 44ab
e

Figure 66 : Structures des principaux inhibitewedadfamille |

Composégproportion a:b

Mutations de CFTR (et type cellulaire)

déterminée par RMN)

Expression endogene

Expression hétérologue

wt AF508 wt G551D | G1349D
(Calu 3) (CF15) (CHO) (CHO) | (Cos7)
Glibenclamide 11,7 pM 11,8 uM 147uM  7,9uM 9,0 yM
CFTRn-172 ND ND 1,2 uM ND ND
GPinh-5a 93,3 pM 67,3 pM 71,0pM 431nM 72,3 pM
GPinh-8ab = 44ab (60:40) 15,7 nM 8,7 nM 2,5nM 190 nM 79,4 nM
GPinh-15ab (60:40) 2,3nM 6,3 nM 3,4 nM 154nM 7,0 nM
GPinh-17ab (75:25) 11,2 pM 7,0 uM 44uM  355uM 9,0uM
GPinh-18ab (60:40) 11,9 uM 6,0 uM 5,7 uM 110 uM 2,9 uM

ND : Non Déterminé. Pour delF508, le test d’effkst réalisé apres incubation des cellules pendhht®27

°C. Les expériences sont réalisées en présencaudé de fsk (wt), de 10 uM de fsk + 50 uM de gérnigté
(delF508 et G551D) ou de 10 uM fsk + 250uM de MPB®81349D).
Tableau 17 : Ig des principaux inhibiteurs de la famille | et dekibiteurs CFTR-172 et glibenclamide,

déterminées par le test d'efflux des ions ioduteglifférentes mutations de CFTR
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L’inhibiteur CFTR-172 et le glibenclamide sont souvent utilisés camgférences
dans les tests d'inhibition des canaux CFTR.
Parmi les cing composés évalués, deux d’entre @Binh-17ab et GPinh-18ab)

présentent des Kg sur CFTR-wt de l'ordre de la dizaine de microm@aicomparables a
celle du glibenclamide et a celle de CRFR72. Des IG trés basses ont été mesurées pour

trois autres composé&Pinh-5a, GPinh-8ab et GPinh-15ab), notammentGPinh-5a qui

posséde la valeur d’'gla plus basse des inhibiteurs connus de CFTRrédsabionne capacité
d’inhibition de ces composés sur CFTR-wt peut péine&’envisager leur développement en

tant qu’agents antidiarrhéiques.

On note également une forte inhibition par ces amép de delF508-CFTR corrigée
par la température. Les JEobservées sur cette mutation et sur la protéingagge sont
comparables. Ces composés peuvent donc étre sitdisgecherche fondamentale pour des

études nécessitant une inhibition de delF508-CFTR.

Les IG, déterminées sur la mutation G1349D (mutation sBDR) sont également
comparables a celles observées sur CFTR-wt et @8ESFTR. Par contre, on note une forte
différence de valeur pour lesdgnesurées pour la mutation G551D (mutation sur NBBf@
effet, les rapports I§ CFTR-G551D/ IG, CFTR-wt qui refletent les différences d’activité
sur ces deux types de mutations sont élevés. Cepas®es sont donc nettement moins
efficaces sur cette mutation. Cela est trés mapgué les plus actifs pour lesquels on note des
rapports d’lGo de 45 pouiGPinh-15a et de 600 pouGPinh-5a. Cette différence d’activité
n'est pas observée pour le glibenclamide. Elledesic probablement liée a un mécanisme

spécifiqgue des compos€&dinh qui implique cette zone de la protéine CFTR.

2.1.1.1.2 Molécules potentiatrices
Le composé potentiate@Pact-113 dont la structure est rappelée sur la figure 67,

présente une Bgde 2,1 uM déterminée par le test d’efflux d’iondures sur cellules CHO-

wit.
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Figure 67 : Structure d8Pact-11a

Ce composé a également été évalué sur des mutago@$TR. Les trois mutations
utilisées sont G551D, G1349D et 2GD (qui est labilwumutation G551D + G1349D). Les
résultats de cette évaluation sont représentda figure 68.

Il Fsk + GPact-11a
1 Fsk + Gst or MPB-91

0.20+
T T T

0.15+

0.10+

kpeak’ kbasal(min_l)

Figure 68 : Activité dé&GPact-11asur les mutations de CFTR G551D, G1349D et 2GD

On remarque donc guePact-11an’est pas actif sur ces protéines mutées. Cela peu
étre da a plusieurs facteurs :

- soit GPact-11a posséde un site de fixation sur CFTR impliquast deux zones
mutées,

- soit la fixation de I'ATP, perturbée par ces ntigias, est nécessaire pour la
potentialisation paGPact-11g3
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- soit GPact-11a n’est pas un potentiateur suffisamment puissanir porriger le

déficit d’activité de CFTR retrouvé dans le casds deux mutations.

Des essais de potentialisation des cangit&08 doivent étre réalisés prochainement.

2.1.1.2.Influence de la stéréochimie sur [lactivité de compseés

inhibiteurs de la famille |

Afin d’évaluer l'influence de la stéréochimie siadtivité des composés, les mélanges
minoritaire b et majoritairea des meilleurs inhibiteurs ont été évalués congmr@nt ou

séparément par le test des efflux (Tableau 18).

ICs0
) i Mélangea:b
a-aminoaza Composés de la . Mélange | Mélange
Loz - . (proportions o L
hétérocycle initial famille | ) o majoritaire| minoritaire
déterminées par o
a
spectrométrie de RMN - -
2-amino-3-
o GPinh-17 4,4 uM (75:25) 1,8 uM 4,9 uM
hydroxypyridine
adénine GPinh-18 5,7 uM (60:40) 4,2 uM 2,7 uM
2’-désoxyadénosine GPinh-5 ND 71 pM 194 pM
3-propylcytosine GPinh-15 2,2 nM (60:40) 2,1 nM 1,6 nM
1-aminoisoquinoléine GPinh-8 =44 2,5 nM (60:40) 3,0 nM *

* GPinh-8b n’a pas pu étre obtenu sans trac&génh-8a
Tableau 18 : Ig des principaux inhibiteurs de la famille | détemggs par le test d’efflux d’iodures sur

cellules CHO-wt en présence de fsk 1 uM

On observe une différence d’activité entre le mgdaracémique majoritaira et le
mélange racémique minoritaile Le plus actif des deux est, suivant les compdaés,ou
I'autre des mélanges.

Les valeurs des Kg des mélangesa et b testés ensemble sont proches de celles
mesurées séparément sur le mélange majorgiagtele mélange minoritaire. D’autre part,
les rapports d’Ig deb/a restent donc du méme ordre de grandeur puisquaiient de 0,64 a
2,7.
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Ces résultats ne permettent pas de conclure sudluénce de la stéréochimie des
composés de la famille I. En effet, les composés éé testés sous forme de mélange
racémique, les deux énantiomeres ayant vraisenantedvit des activités différentes. On peut
cependant noter que la stéréochimie de I'atomeadbooe portant la fonction hydroxyle
secondaire a peu d’'importance puisque les mélaraggsniques minoritaire et majoritaire,
qui ne difféerent que par la configuration absolgecgt atome de carbone, sont tous deux
actifs.

2.1.1.3.Sélectivité

2.1.1.3.1.Sélectivité vis-a-vis d’autres transporteurs ABC

Dans le but d’étudier la sélectivité des compos#gsavis-a-vis des canaux CFTR,
certains d’entre eux (Figure 69) ont été testésamhqu’inhibiteur de la protéine MRP1 par
I'équipe d’Attilio Di Pietro a I'Institut de Biolop et de Chimie des Protéines (UMR 5086
CNRS/Université Lyon I). La protéine MRP1 fait partle la super famille des transporteurs

ABC, comme CFTR, et est notamment impliquée dassplgnomenes de résistance aux
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Figure 69 : Structures des composés évalués eguanhibiteur de la protéine MRP1
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Cette évaluation n'a pas permis de mettre en évalatieffet inhibiteur de ces
composés sur la protéine MRP1.

Afin de vérifier la sélectivité au sein de la falmides transporteurs ABC, il serait
intéressant d’évaluer ces composés sur d’autreipes de cette famille comme BCRP

(Breast Cancer Resistance Protein) ou P-gP etctiengher un éventuel effet activateur.

2.1.1.3.2 Sélectivité vis-a-vis de canaux non chlorures

L’activité de certains composeés actifs vis-a-vis danaux autres que chlorures a été
évaluée. Ces tests ont porté sur trois canauxmgties : potassiques (Herg), sodiques et
calciques. Aucun des composés représentés sugueefirO n'a présenté d’activité sur ces
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Figure 70 : Structures des composés évalués emtentmodulateurs des canaux potassiques, sodiques e

calciques

2.1.1.3.3.Sélectivité vis-a-vis d’autres canaux chlorures

La sélectivité d&5Pinh-5a vis-a-vis de canaux chlorures autres que CFTR;daaux
chlorures calcium- et volume-activés, a été évaluédest d’efflux d’'ions iodures a aussi été
effectué en présence d'une solution hypotoniquévatt le canal volume-activé ou en
présence de I'ionophore calcique A23187 activamilgal calcium-activé. Dans les deux cas,

'addition de GPinh-5a méme a forte concentration (1 uM) n'a pas dimita&itesse de
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sortie des ions iodures, démontrant I'inactivitécgecomposé vis-a-vis de ces deux canaux

(Figure 71).
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Figure 71 : Rapport des constantes de vitessertle des ions iodures en présencea®inh-5aa 1 pM (noté

5a), d’une solution hypotonique (hypo) ou de l'iphore calcique A23187

Il serait important d’évaluer également la sélat#iles molécules activatrices vis-a-

vis d’autres canaux chlorures.

2.1.1.4 Evaluation de l'effet correcteur sur delF508-CFTR

Les composés actifs sur CFTR ont été évalués @ngtan correcteur de la protéine

delF508-CFTR (Figure 72).
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Figure 72 : Structures des composés évalués equantorrecteur de la protéine delF508-CFTR
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Les cellules portant cette mutation sont incubéegpr@sence des composés ou de
correcteurs connus puis soumises au test d’'efflioxnsl iodures. Aucun des composés testés
n'a présenté une influence sur la constante desatde sortie des ions iodures. Ces composeés

ne sont donc pas, dans ces conditions, des carrsate delF508-CFTR.

2.1.2. Tests ADMET

Afin d’évaluer si les composés actifs (Figure 73uyent étre utilisés en tant
gu'agents thérapeutiques, des tests concernant learactéristiques d’absorption, de
distribution, de métabolisation, d’élimination oa tbxicité (ADMET) dans I'organisme ont

été effectués a I'aide de modeéle in vitro.
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Figure 73 : Structures des composés évalués paestssADMET

2.1.2.1.Test de passage transépithélial

Ce test a été effectué a I'aide du modéle Cacor2sfwitilisé pour évaluer la capacité
des composés testés a étre absorbés par I'épithdigestif. Il consiste en une mesure de la
de la capacité des composeés testés a traversazouche de cellules polarisées mimant un

épithélium.
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Les résultats concerna@@Pinh-8ab ne sont pas disponibles car ces adduits ne sont
pas assez solubles dans le milieu utilisé. Les oségizPinh-5a et 6 possedent un score de
perméabilité moyen alors que ce score est faible @®act-11aet GPinh-15ab.

Il faut toutefois a noter que les résultats conartiGPinh-5a sont & prendre avec
précaution car il existe de fortes variations etdsedifférentes mesures effectuées.

Par ailleursGPact-11laprésente une perméabilité supérieure dans lelaswatéral

vers apical par rapport au sens inverse. Ce réqdta étre lié a une activation d’un systeme
d’efflux par transport actif. Ce composé étant wteptiateur de CFTR il est donc possible

gu'’il active également un autre transporteur ABECG3 2.1.1.3.1).

2.1.2.2.Test de métabolisation

Un test d’évaluation de la métabolisation@act-11aa été realisé. Aprés incubation
de ce composé pendant 15 minutes dans des extépiddiques, aucune meétabolisation n’est

observée par analyse LC/MS (chromatographie ligoaglée a la spectrométrie de masse).

2.1.2.3.Tests de toxicité

2.1.2.3.1.Toxicité cellulaire

La cytotoxicité des composés actifs sur CFTR, wés sur la figure 72, a été
évaluée. Le test effectué est une mesure de licties déshydrogénases cellulaires en
utilisant le bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-3-2l5-diphényltétrazolium (MTT). Ce
dernier est converti en formazan de couleur vielgtr ces enzymes (Schéma 46).

L’apparition de cette couleur reflete donc la vidicellulaire.

7N
o >:N Déshydrogénases N N
Br . cellulaires
N=N® —» T F NH,
\
A Formazan

MTT

Schéma 46 : Conversion du MTT en formazan pardshytirogénases cellulaires
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Ce test n’a pas montré de cytotoxicité des molécétadiées apres des incubations de
2 et 24 heures a des concentrations allant jusoG M. Ces résultats permettent donc

d’éliminer un faux positif concernant I'activité sladduits dd a une toxicité cellulaire.

2.1.2.3.2.Toxicité génétique

Le test d’Ames, qui permet d'évaluer I'effet géndtue des molécules testées, a été
effectué sur les composés représentés sur la fikgure

Seul le composé& a présenté une réponse positive a ce test. Cettealpe
génotoxicité n'est pas surprenante concernant eeposé de la famille I, qui est un
hétérocycle aromatique plan. Il posséde donc deactgaistigues d’'agent intercalant de
I’ADN.

2.1.2.3.3Test d’'induction d’enzymes hépatiques

La possible inhibition de I'activité du cytochror®d50 par les composés représentés
sur la figure 73 a été étudiée. Le test utilisecdpacité de différentes isoformes de ce
cytochrome (1A2, 2C19, 2D6 et 3A4) a convertir @iéints substrats en molécules
fluorescentes.

Aucun des composeés testés n'a présenté d’actiabitiite sur le cytochrome P450.
Afin de contréler I'absence d’effets sur ces enzgnileserait nécessaire d'évaluer la capacité

de ces composés a activer le cytochrome P450.

Ces tests ADMET permettent d’envisager un dévelomme ultérieur de ces
composeés, a I'exception du composé de la famille dlont la génotoxicité ne permet son

emploi qu’en tant qu’outil pharmacologique.

- 160 -



2.1.3. Evaluation par la technique de « patch-clamp  »

Un test cellulaire différent du test d’efflux d'isnodures a été effectué sur les deux

meilleurs inhibiteurs GPinh-5a et GPinh-8ab). Il s’agit d’'un test électrophysiologique de

« patch clamp » qui consiste a enregistrer l'intérdu courant transmembranaire.

La méthode utilisée pour I'évaluation des compastde « patch clamp » sur cellule
entiére. Une électrode est placée dans une mi@tipigui va étre insérée dans la membrane
d’une cellule surexprimant la protéine CFTR. L'im¢éir de la pipette communique donc avec
le milieu intracellulaire (Figure 74). Une deuxiémlectrode est placée dans le milieu dans
lequel baignent les cellules. L'enregistrement 'deensité du courant transmembranaire se

fait entre ces deux électrodes.

iecﬁode

Gloss pipette

lcn channel

Cell
= embrane
b )

Figure 74 : Principe du « patch clamp » sur celargere.

L'intensité enregistrée au niveau basal corresmandmouvements des ions a travers
les canaux ioniques en I'absence de stimulationsiAsi des variations se produisent dans les
sorties ou les entrées d’ions de la cellule, Isie¢ du courant va étre modifiée. De plus,
chaque type de canal ionique possédant des castquées électriques propres, il est donc

possible de mesurer sélectivement l'intensité duamt résultant de I'activité du canal CFTR.

GPinh-5a et GPinh-8ab ont été évalués par la technique de « patch clanspr
cellules CHO (Figure 75).
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Figure 75 : Mesure par la technique de « patchglarde I'effet des compos&Pinh-5a (noté 5a) eGPinh-

8ab (noté 8a,b) sur la variation de l'intensité aséamii canal CFTR du courant en fonction du tempésapr
activation par la fsk

Pour les deux composeés, on note une forte inhibdio courant induit par la fsk a une
concentration de 10 pM. Cette inhibition est rapmmampléte et réversible

Dans le but d’évaluer la possibilité d'utilisatiose GPinh-5a en tant qu’outil

pharmacologique pour I'étude de la protéine CFTBusnavons mis ce composé a la
disposition des équipes travaillant sur la mucaosizse.

L’équipe d’lsabelle Rupera a Nice (UMR 6548) a é¢al’effet de GPinh-5a par

« patch clamp » sur des cellules rénales de sewpsmant la protéine CFTR sauvage. Leurs
résultats montrent, aprés stimulation par la fske unhibition par GPinh-5a des la
concentration de 1 pM (Figure 76).
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Figure 76 : Inhibition de CFTR p&@Pinh-5a (noté 5a), aprés stimulation par la fsk (notée, F@surée par
la technique de « patch clamp » sur cellules rémddesouris
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2.1.4. Evaluation par un test de fluorescence

L’équipe de Chantal Gauthier a I'Institut du Thoke Nantes (Unité INSERM 533) a
évalué l'effet deGPinh-5a par un test de fluorescence sur des cellules 9sdada lignée

16HBE140-.

Ce test utilise la sonde fluorescente SPQ (bromde 6-méthoxyN-(3-
sulfopropyl)quinolinium) sensible aux ions halogiss La différence de fluorescence
mesurée entre le niveau basal et apres stimulabhée a la concentration en halogénures a

l'intérieur de la cellule et donc a la perméabiti@nsmembranaire de ces derniers.
Ce test a permis la mise en évidence d’'une inbibitle la sortie de la cellule d’ions

halogénures, apres stimulation par la fsk, @&inh-5a des la concentration de 10 pM

(Figure 77).
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Figure 77 : Pourcentage d’inhibition de sortie d§chalogénures de la cellule @Pinh-5a aprés stimulation

par la fsk sur cellules issues de la lignée 16HRE14
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2.2. Test tissulaire (ex vivo)

Un test tissulaire utilisant une chambre de Ussngté réalisé. Cette technique
consiste a mesurer un courant entre deux cuvegrtamt un milieu dans lequel baigne des
électrodes. Les cuves sont séparées par un tiSRy@rsur un organisme, ici il s’agit de colon
de souris. Les électrodes permettent de mesungeiisité du courant transépithélial (Isc) dont

la valeur est liée aux mouvements ioniques.

2.2.1. Molécules inhibitrices

Des expériences d’inhibition du courant transéfizhén utilisantGPinh-5a a 20 pM
apres stimulation de CFTR par la fsk ont été meséas obtenir de résultats. Pour observer
un effet du compos&Pinh-5a, il est nécessaire de le préincuber avec le tl§€suninutes
avant I'application de fsk. Le courant transépitilétnsuite induit par la fsk 1 uM est alors
fortement diminué.

Le méme type de comportement est observé avecidiiebr CFTR,,.172 qui,
appligué aprés la fsk, n’est pas capable d’inh@ETR dans le colon de souris, et ce méme
en augmentant la concentration utilisée (100 pM).

L’expérience d’inhibition ave&GPinh-5a, en le préincubant pendant 10 min, a été
réalisée a différentes concentrations de 20, 3@@tpM. On obtient ainsi une diminution de
l'intensité du courant apres activation par laIgkM de respectivement 68 %, 84 % et 95 %,
(Figure 78).
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Figure 78 : Effet inhibiteur d&Pinh-5a (noté 5a) sur I'intensité du courant transépitiétiesuré a travers le

colon de sourisGPinh-5a étant préincubé des deux cotés de la membrane)
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2.2.2. Molécule potentiatrice

Des expériences d'activation de lintensité du eotirtransépithélial en utilisant
GPact-11aa différentes concentrations, avec ou sans préktion de CFTR par la fsk ont

également éteé effectuées (Figure 79).

Log [GPact-11a] M

Figure 79 : Courbe dose-effet @@act-11asur 'augmentation du courant transépithélial (alon de souris)
avec préstimulation de CFTR par la fsk (1 uM) (sghab carrés) ou sans préstimulation de CFTR ptakla

(symboles ronds)

Ce test a permis de déterminer unesg® 135 UM sur tissus aprés stimulation de
CFTR par la fsk. De plus, il n'est pas nécessagepestimuler CFTR pour observer une

activité deGPact-11a Dans ce cas, on observe unggtilus élevée égale a 256 uM.

Ce résultat tend a montrer que ce composé n’est pagulement un potentiateur

mais également un activateur de CFTR.
En outre,GPact-11lan’a pas d’effet sur le courant transépithélialstpre le tissu

utilisé est prélevé sur souris inactivees pourdeegCF (souris KO CFTR-/-) ce qui montre

bien que ce composé exerce son effet par l'inteiarédde la protéine CFTR.
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2.3. Test sur souris (in vivo)

La mesure de la salivation induite par une stinmgt-adrénergique peut étre utilisée
pour évaluer l'activité de CFTR (Best, 2005). Depériences de collecte de la quantité de
salive produite par des souris aprés stimulatior’isaprénalne (agonistg-adrénergique), en
absence de modulateurs de CFTR ou apres leurionedans la joue de souris, ont été
menées. Les modeles de souris utilisés pour cexpsiment soit CFTR sauvage soit sont de

type CFTR-/- et sont, dans ce cas, réfractairasséihulatior-adrénergique.

2.3.1. Molécule potentiatrice

Les expériences menées sur souris CFTR-/- moritedasence d’effet d&Pact-11a
Par contre lorsque les souris expriment CFTR-wsélerétion salivaire, apres stimulation par
I'isoprénaline, est augmentée (Figure 80).

CFTR-wt Iso 10 uM
CFTR-wt Iso 10 uM

+ GPact-11a 30 uM
CFTR-/- 1s0 10 uM

CFTR-/- Iso 10 pM
+ GPact-11a 30 uM

¢ b

t 4

10 15 20 25 30
Time (min)

Average of salivary (ug.min-1.g-1)
L phB8s88I8E

Figure 80 : Sécrétion salivaire en fonction du teraprés stimulation par l'isoprénaline (notée 1so)

L’ECso deGPact-11amesurée par cette technique est de 7,2 uM (FRfLxe
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Figure 81 : Courbe dose-effet dg&Pact-11a sur la sécrétion salivaire aprés stimulation deTRFpar
l'isoprénaline (10 pM)

2.3.2. Molécules inhibitrices

La méme expérience a été réalisée a@inh-5a. Comme pour les évaluations en
chambre de Ussing, il est nécessaire d’'inje@Binh-5a 10 min avant la stimulation par
l'isoprénaline pour observer un effet. Dans ce oaspbserve une inhibition de la sécrétion
salivaire dés la concentration de 20 pM (Figure 82)
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GPinh-5a 20 pM

Iso 10 uM

Figure 82 : Masse totale de salive collectée perdaite la durée de I'expérience (Isoprénaline edsé)

2.3.3. Compétition entre inhibiteurs et potentiateu  rs/activateurs

Une expérience a été réalisée pour évaluer unéopmssmpétition entr&Pinh-5a et
GPact-11a Aprés stimulation par I'isoprénaline et préinciitya de GPinh-5a, GPact-11aa

éte injecté dans la joue de la souris sans prasgeféet potentiateur (Figure 83).
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Figure 83 : Sécrétion salivaire en fonction du terfipoprénaline notée Iso)

Les deux composé&;Pinh-5a et GPact-113 entrent donc en compétition pour la

stimulation de la sécrétion salivaire due a CFTR.

- 168 -



2.4. Conclusions sur les nouvelles évaluations biol ogiques des

composés précédemment synthétisés

Les tests réalisés sur les inhibiteurs, notammemt GPinh-5a, permettent de
confirmer I'activité de ces composés. En effet, degluations in vitro menées selon trois
techniques (efflux d’'ions iodures, « patch clampet»fluorescence) et par trois équipes
différentes valident l'intérét de I'utilisation d8Pinh-5a en tant qu’outil pharmacologique
pour I'étude de CFTR. De plus, l'activité mesuréeslide tests tissulaires ou in vivo tend a
confirmer le potentiel thérapeutique des add@i®nh-5a comme anti-diarrhéique.

D’autre part, des expériences menéegHeact-11aont permis de mettre en évidence
son effet sur tissu et in vivo lors de tests daé&ém salivaire chez la souris. De plus, ce
composé s’est avéré étre activateur de CFTR dangires conditions expérimentales. |l
semble maintenant nécessaire d’évaluer son actutédes cellules exprimant la protéine
delF508-CFTR corrigée par la température ou parcda®cteurs tel le miglustat. En effet, il
est possible d’envisager une utilisation thérapesti de ce composé dans les cas de
mucoviscidose dus a la mutation delF508-CFTRPact-11a serait alors utilisé en

complément d’un correcteur pour améliorer I'effit@sur la stimulation de CFTR.
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3. Activités des nhouveaux cCOmposes

3.1. Recherche sur le pharmacophore

3.1.1. Bétaine et dérivés

La bétaine et ses dérivés ont été évalués en téinhilpiteurs de CFTR par le test
d’efflux d’ions iodures sur cellules CHO-wt. Lessuétats concernant ces produits sont

représentés dans le tableau 19.
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Comp Structure 1Go * Comp Structure 1Go *
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* Sur cellules CHO-wt, calculée par le test detugffi’ions iodures radioactifs
Tableau 19 : Activités sur CFTR des analogues d#taine (mesurées par le test d’efflux d’'ions fedwsur
cellules CHO-wt)

La bétain€l0 et certains de ses analogues se sont avérésegtishibiteurs de CFTR
a fortes concentrations. Il s’agit de 'analogudalbétainel3 portant des groupes éthyles sur
'atome d'azote quaternaire, de IaN,N-diméthylproline 17 et du bromure de 1-(2-
carboxyéthyl)pyridinium21. Ce dernier est I'inhibiteur le plus efficace paces composés
avec une lgp de 25 uM.

Ces composés portent tous un groupe ammonium ga@er montrant bien
importance de la présence de la charge positieempnente puisque les analogues
déméthylés, dont la charge est dépendante dulpHl2 et 14 de la bétaine ne sont pas
inhibiteurs.

Ces composés possedent peu d’éléments dans lectusér qui peuvent interagir avec
les macromolécules biologiques car ils sont detgsetiailles. Leur liaison avec leur cible
biologique est donc probablement faible. Cela pmuit-étre expliquer I'importance d’une

charge positive tres localisée, qui n’est pas wetee pour les composeés actifs de la famille .

Par ailleurs, la bétaink) et ses dérivés actifs possédent tous deux atoeneartione

entre les hétéroatomes chargés a pH physiologique.

-171 -



Un encombrement stérique important sur 'ammoniunaternaire est défavorable
puisque le composg3, le plus encombré, est le moins actif alors quedmposé2l qui
comprend un cycle aromatique plan dans cette zgrsepte I'lGo la plus basse.

La bétainelQ étant connue comme un correcteur de CFTR, il senmifressant

d’évaluer également pour cette action ses analaghésteurs mis en évidence.

L’activité inhibitrice de CFTR observée pour la diée est intéressante puisque ce
composeé est utilisé en thérapeutique. Associée lamgnine, la bétaine est utilisée pour le
traitement des troubles fonctionnels présumés gitoei hépatique. Les indications de ce
composé, sous forme de sels de citrate, sonttemant des troubles dyspeptiques et
traitement adjuvant des hypertriglyceridémies miasu(Vidal®). La pharmacodynamie
décrit des effets de la bétaine sur la syntheseldespholipides et sur la motricité gastrique.
L’inhibition de CFTR pourrait donc également paper a I'action thérapeutique dans le cas
des troubles digestifs.

D’autre part, la 7-méthylguanosirs a également présenté un effet inhibiteur de
CFTR intéressant (l§g de 3,5 uM). Ce composé possede une structurgppdabe de celle du
meilleur inhibiteur GPinh-5a et du potentiateur/activate@Pact-11a que de celles de la
bétainel0 et de ses dérivés. Le mode d’action de la 7-m@tiaylosine25 n’est donc pas

forcément le méme que celui des petites moléculesqgnt la bétaink0 et ses dérivés.

3.1.2. Influence du remplacement des groupes méthyl es par des
groupements éthyles d0 au changement d’ a-oxoaldéhyde
(MG/EG) dans la réaction de synthése

Les adduits de I'EG sur la 2-aminopyridine et sarrlkaminoisoquinoléine ont été
évalués. Leur activité ainsi que celle de leurdanaes MG est représentée dans le tableau
20.
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OH
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Mélange majoritair@

11%

Composeés Activité * ICso
2-aminopyridine CHs b5a 0 X
CH5-CH, 27a - 18 uM
1-aminoisoquinoléing  CHjs GPinh-8a - 3 nM
CH;-CH; 35a 0 X

* - inhibiteur, 0 pas d’activité
Tableau 20 : Activité sur CFTR des adduits du MG dmu 'EG sur la 2-aminopyridine ou sur la 1-

aminoisoquinoléine

Les adduits du MG sur la 2-aminopyridiba ne sont pas actifs alors que I'analogue
EG 27a est inhibiteur (IGp de 18 uM). Inversement, l'adduit du MG sur la 1-
aminoisoquinoléineGPinh-8a est un inhibiteur puissant @6 de 3 nM) alors que son

analogue E@5an’est pas actif.

La lipophilie de ces composés peut expliquer latférnce d’'activité. En effet, le

composé le moins lipophile et le composé le plgdhile ne sont pas actifs (Figure 84).

Z

) &l CO% CO%
\ \
® .\\\CO(())H ® .\\\CO(C))H @ 7 4OH ® L 4o
HN HN HN HN
| OH | OH | i | p i
| Ny < | N "///| < N~ < | ’///|
Z b5a Z 2a Z Ma ~ 35a

Pas d'activité Inhibiteur Inhibiteur Pas d'activité
Figure 84: Classement par lipophilie croissante aldduits MG et EG sur la 2-aminopyridine et surlia

aminoisoquinoléine

Il est donc possible que l'action inhibitrice netgaroduite que pour une lipophilie

suffisante mais sans que celle-ci soit toutefap &levée.
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On peut également remarquer que I'encombremengsésupplémentaire apporté
par le remplacement des groupements méthyles pargdmipements éthyles n'est pas
incompatible avec une inhibition de CFTR. Toutefoéste augmentation de I'encombrement
reste limitée. Il serait donc intéressant d’étutletivité d’adduits du phénylglyoxal sur la 2-

aminopyridine (si leur synthése est réalisable).

3.1.3. Evaluation des composeés de la famille 11

Les activités des composeés de la famille 1l sur REdnt représentées dans le tableau
21.

- R Evaluation par le test d’efflu

. " S .
aminoazahetérocycle N O d’ions iodures sur cellules

initial | CHO-wt
@ _~

R= Composeés Activité * ICso
2-aminopyridine CHs 6 - 5,1 nM
CH,-CHj 48 0 X
1-aminoisoquinoléine CH 45 - 16,5 nM
benzamidine CHl 47 0 X

*: - inhibiteur, 0 pas d’activité

Tableau 21 : Activité des produits de la famille Il

Les produits de la famille 1l issus des adduitd\iia sur la 2-aminopyridiné et sur la
1-aminoisoquinoléingl5 sont tous deux fortement inhibiteurs. Il est aenajue la charge
positive portée par ces composés est délocalisgaumieurs atomes du cycle aromatique.

Le composé issu de la benzamiditeest quant a lui inactif. Ce dernier composé dont
la structure est rappelée sur la figure 85 n’esbablement que partiellement sous forme
zwitterionique a pH physiologique. Il ne contiemdnd pas le pharmacophore supposé et

n'était donc pas attendu actif.
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Figure 85 : Structure du composé de la familé7lissu de la benzamidine

Le produit de la famille 1l issu des adduits de@'Bur la 2-aminopyridind8 n’a pas
présenté d’'activité sur la protéine CFTR.

3.1.4. Evaluation des composeés de la famille 111

Les activités des produits de la famille Il surf&Fsont représentées dans le tableau 22.

® OH
_ o HIN Evaluation par le test d’efflux d’ions
a-aminoazahétérocycle )|\ )
iodures sur cellules CHO-wt

initial w

Entrée Activité * ECso ICs0
2-aminobenzothiazole 51 ?
9-butyladénine 52 ?
9-propyladénine 53 ? X ?
2-aminopyridine 54 ?

*: - inhibiteur, 0 pas d'activité, ? évaluation eours

Tableau 22 : Activité des produits de la famille 11

Les composés de la famille lll ne possédent paghkrmacophore suppos€, nous
n'attendons donc pas d’activité de leur part. Desples produits de la famille | issus de la 2-
aminopyridine, de la 9-butyladénine (Cf Ch3 3.2f)Yu 2-aminobenzothiazole ne sont pas
actifs sur CFTR. Le compo$8 issu de la 9-propyladénine est donc le plus ist&et parmi
les dérivés préparés, puisque c’est 'analoguertégslé deGPact-11a Ce dernier a été

testé en tant qu'activateur de CFTR et n'a paseptésd’activité pour des concentrations
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inférieures ou égales a 100 puM. L'évaluation du pos&53 en tant qu’inhibiteur de CFTR

n'a pas encore été réalisée.

3.1.5. Conclusions sur la recherche du pharmacophor e

Les simplifications structurales autour du pharnpdcwe aboutissant a la bétaine et
ses analogues ont permis la confirmation de lactrea minimale active supposée. En effet,
'évaluation de ce type de composés a mis en év@ales caractéristiques moléculaires
nécessaires a l'activité sur CFTR. Les composéssaoarmi cette série sont de forme
zwitterionique. En effet, ils possédent tous unugement ammonium quaternaire lié par
guatre liaisons a des atomes de carbone ainsi gatome d’oxygene ionisé a pH
physiologique. Ces composés se démarquent donmhiegeurs de CFTR de type bloqueur

du canal ouvert qui sont généralement des grosianio

La 7-méthylguanosin@5 s’est également avérée inhibitrice de CFTR. Laengs
évidence de cette activité ouvre la voie a I'exglion des activités d’'une large série de
composés modifiés a partir de cette structure de faodifications du sucre par exemple).

Le changement d:oxoaldéhyde, entrainant le remplacement de groaptsmn
méthyles par des groupements éthyles, a permissea em évidence d’'un nouveau composé
inhibiteur. Cette modification est donc compatiaiec une activité sur CFTR et a permis de
montrer I'importance de l'influence de la lipopkilde ces composés et donc de celle des

inhibiteurs.

L’évaluation des produits de la famille Il confirmégalement I'hypothése de

pharmacophore puisque deux composeés se sont aviéilgiseurs de CFTR.
Les produits de la famille 1l ne portent pas leaphacophore et sont attendus inactifs.
Le résultat négatif de I'évaluation en tant quaateur de CFTR de I'analogue décarboxylé

deGPact-11aest donc une confirmation supplémentaire de lecgtre du pharmacophore.

Tous ces résultats concordants nous permettentlider la structure minimale du

pharmacophore nécessaire qui avait été proposéeobpserver une activité sur CFTR : un
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atome d’azote chargé positivement, séparé par deumes de carbone d’un atome d’oxygene

chargé négativement.

Cependant, cette structure est nécessaire maispasssuffisante pour observer une
activité. De nombreux produits testés présenteid sgructure minimale sans pour autant étre
actifs sur la protéine CFTR. On peut supposer ofieence de la lipophilie (notamment pour
les adduits EG) sur I'activité, mais ce paramégeparmet pas d’expliquer tous les résultats
obtenus. De plus, nous n'avons pas d’informatiooscernant le mode d'action de ces
composeés. En effet, les analogues actifs de ldr#tgui sont de petites molécules, et la 7-
méthylguanosin@5 ont-ils le méme mécanisme ou le méme site deidinajue les composés

des familles | et Il qui sont des molécules plussges ?
Nous avons donc confirmé la structure minimale sgaee a I'activité sur CFTR. I

reste maintenant a identifier les modificationsoautde cette structure permettant d’'observer

de maniére certaine cette activité.
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3.2. Influence des modifications de I'adénine

3.2.1. Modifications en position 9

Les activités sur CFTR des adduits de la famillssus de dérivés de I'adénine

modifiée en position 9 sont représentées dandleaa 23.

R= W\COO Evaluation par le test d’efflux d’ions
th: iodures sur cellules CHO-wt
N N ’f,////
e
d
Mélange majoritaire
a
Entrée Activité * ECso ICso
H GPinh-18ab - X 4,2 uM
CHs 7la 0 X X
CH,-CH; 72a 0 X X
CH,-CH,-CH;3 GPact-11a + 2 uM X
CH-(CHg): 73a 0 X X
CH,-CH=CH, 74a + 3uM X
CH=CH,-CH3 75a 0 X X
CH>-C=CH /6a 0 X X
CH,-CH,-CH,-OH 63a 0 X X
CH,-CH,-CH,-CHg3 77a 0 X X
CHx-Ph 78a 0 X X
CH,-CH,-CH,-Ph 79a 0 X X
2'-désoxyribose GPinh-5a - X 71 pM
ribose GPinh-6a - X Pas de 100 %
inhibition

* . + potentiateur/activateur, - inhibiteur, O p#activité

Tableau 23 : Activité des adduits du MG sur de$véérde I'adénine modifiée en position 9
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Parmi cette série d’adduits de la famille | issesd#rives de I'adénine portant un
substituant en position 9, on distingue la présa&lgcdeux potentiateurs et de trois inhibiteurs.
Le composéGPinh-18ab est le mélange d'adduits MG-adénine. |l porte dancatome
d’hydrogéne en position 9. Les deux autres inhiipgeportent un sucre en position 9. Le
changement du 2’-désoxyribose en ribose influemectedent I'inhibition puisqu’on passe

d’une inhibition forte et compléte a un inhibiteartiel.

GPact-11laposséde une chaine propyle en position 9. Lorsgallonge cette chaine
(groupements butyle, benzyle ou 3-phénylpropyleyj@on la raccourcit (groupements éthyle

et méthyle), on note une disparition de I'activité.

Parmi les chaines a trois atomes de carbone, segitoupement allyle permet de
conserver une forte activité potentiatrice sur CFER effet, ni la ramification (groupement
isopropyle), ni lintroduction d'un hétéroatome dmout de chaine (groupement 3-
hydroxypropyle), ni la présence d’une triple liais(groupement propargyle), ni méme le
changement de position de la double liaison ne ettemt de conserver une action

significative sur CFTR.

Le mélange majoritaire d’adduits MG-9-allyladéniida est donc potentiateur de
CFTR avec une Efg de 3 uM voisine de celle dePact-11a Ces composés possedent par
contre un délai d’action différent. En effet, lanstante de vitesse maximale de sortie des ions
iodures est atteinte 2 min aprés I'ajout@Ract-11asoit au bout de 4 min de mesure (Figure
86), alors que cette constante maximale est obtaaumut de 5 min soit 3 min apres I'ajout
de74a(Figure 87).
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Figure 86 : Evolution de la constante de vitessseattie des ions iodures en présence de fsk eiffdeetites

concentrations e@Pact-11a(Cellules CHO-wt)
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Figure 87 : Evolution de la constante de vitesseattie des ions iodures en présence de fsk eiffdeetites

concentrations ei4a (Cellules CHO-wt)

On observe donc un effet retardé des adduits pgartasubstituant allyle par rapport a
ceux portant un groupement propyle. Cette difféeettens le délai d’action est peut étre due a

des différences de biodisponibilité.

L’évaluation de cette série de dérivés de I'adéniuglifiée en position 9 montre qu'il
existe trés peu de variations chimiques possihlesatte position permettant d’obtenir des
composés potentiateurs. Il est donc opportun diétutks modifications chimiques sur
d’autres positions de I'adénine afin d’évaluer lenfluence sur I'activité des adduits du MG

sur ces dérivés de I'adénine.
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3.2.2. Modifications en position 8 et/ou 9

Les activités sur CFTR des adduits de la famillssus de dérivés de l'adénine

modifiée en position 8 et/ou 9 sont représentéas atableau 24.

Evaluation par le test
d’efflux d’ions iodures sur
R' = R =
cellules CHO-wt
Mélange majoritair@
Entrée Activité * ECso ICsg
SH 94a ?
. CH3-CH2-S 95a 0 X X
dRib
CH3-CH,-
96a 0 X X
O
Br 97a ?
H SH 98a + 23 uM
CHs-CH-S 99a ?
OH 101a 0 X X
CH,-CH,-CH;s CHs-S 102a 0 X X
CH3-O 103a 0 X X

* . + potentiateur/activateur, - inhibiteur, O ghactivité, ? évaluation en cours ; dRib : 2'-dégitxose

Tableau 24 : Activité des adduits du MG sur desvdérde I'adénine modifiée en position 8 et/ou 9

Certains de ces composés issus de dérivés de iredgmodifiée en position 8 et/ou 9

sont toujours en cours d’évaluation et nous neodigsps donc pas de la totalité des résultats

les concernant.

Cette gamme de composés a tout d’abord été évalnéant que potentiateur de
CFTR. Parmi les composés synthétisés, un seul rd’eziix 98a a présenté une activité
potentiatrice avec une EL£de 23 pM. Cette valeur est dix fois plus élevée galle de

GPact-113 ce composé est donc moins actif que le compaséekde file ». De plus, ce

-181 -



composé possede une fonction thiol, or la préselecee groupement SH tres nucléophile
peut étre responsable d'une toxicité. Il est do@écessaire d'évaluer la toxicité cellulaire de
98a afin d’éliminer un faux positif di a une perméaation de la membrane par effet

toxique.

Par ailleurs aucun des composés évalués n'a péskattivité inhibitrice de la
protéine CFTR.

3.2.3. Modifications en positions 2 et 9

Les deux mélanges d’adduits synthétisés sont &etoueht en cours d’évaluation.

Nous ne disposons donc pas d’informations sur lactigités éventuelles.

3.2.4. Conclusions sur les modifications de I'adén ine

Les modifications sur la position 9 de l'adéninet abouti a une large série de
composeés de la famille I. Le compo&®inh-5a présente un fort pouvoir inhibiteur, avec
I'IC 50 la plus basse de toutes celles des inhibiteursuode CFTR. Il sera difficile de mettre

en évidence un inhibiteur plus puissant.

Peu de nouveaux composés ont montré une activiténgpatrice. Un nouveau
potentiateur74aissus d’'un dérivé de I'adénine modifiée en positoa été mis en évidence

avec une E€ du méme ordre de grandeur que cell&@act-11a

Lors de I'évaluation des adduits MG-dérivé de l'aidé modifiée en position 8 et/ou
9 en tant que modulateurs de CFTR, 'augmentateohedflux d’ions iodures obtenue avec la
forskoline seule a été plus faible que celle qaitétabituellement trouvée lors de ces tests ce
qui indique une mauvaise réponse des cellulesséinaulation du canal CFTR. Les résultats
de cette évaluation doivent donc étre interprétés grécaution et cette évaluation devra étre

réalisée a nouveau.

L’évaluation en tant que potentiateur des addui-d&rivé de I'adénine modifiée en

position 8 et/ou 9 a permis la mise en évidence domposé acti®8a posseédant une kg
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dix fois plus élevée que celle dgPact-11a Ces adduit®98a sont issus d'un dérivé de
'adénine modifiée uniquement en position 8, ilas@lonc intéressant de synthétiser les
adduits MG-8-mercapto-9-propyladénihg3aet d'évaluer leur activité. En effet, ce composé
représenté sur la figure 88 posséde des caramgaeastdeGPact-11a(groupement propyle en

position 9) et du nouveau potentiat®@&a (groupe SH en position 8).

S} e
C00 CO0 co
® OH <) ®
NH NH NH
| OH | |
N N N
N N
L =

N N N N

T0O TO OO

) J =

GPact-11a 113a 98a

Iz
P4

Figure 88 : Structures dePact-113 du potentiateur mis en évider@@a et dellda

L’évaluation des adduits du MG sur des adéninesifiéed en positions 2 et 9

permettra d’évaluer l'influence de cette substimnti
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4. Discussion sur le mode daction des composés

potentiateurs/activateurs et inhibiteurs

Le mode d’action des modulateurs développés aurdatice n’est pas connu.
Cependant, nous pouvons élaborer des hypothésesroant :

- leur type d’effets sur CFTR : directs ou indigegt

- leur mécanisme d’action : compétitif et opposérpges activateurs et les inhibiteurs
ou deux mécanismes différents ;

- leur(s) site(s) d’action(s) : unique ou multiples

- la localisation de leur site de fixation éventsiet CFTR.

4.1. Effet direct ou indirect

Comme nous l'avons vu lors de l'introduction detrevail, les modulateurs de CFTR
peuvent agir de deux maniéres différentes : soéicthment par fixation sur la protéine, soit
indirectement par I'intermédiaire de second messegeotamment du systéme AMPc.

Plusieurs arguments sont en faveur d’un effet igatibn directe sur la protéine CFTR
des composés des familles | et Il

Tout d’abord, la mise en évidence d’'une activatlenCFTR indépendamment d’'une
préstimulation par la fsk suggére une indépenddeames deux modes de stimulation.

En outre, la rapidité d’action et de réversibildé cette action observée lors des
expériences de « patch clamp » est peu compatibewn effet indirect. En effet, dans le cas
d’'une modulation par I'intermédiaire d’un secondsseger, on observerait probablement un
retard plus important de la modulation.

De plus, I'absence de toxicité ou d’action surdesres cibles évaluées (ABC, autres
canaux) des composés actifs, méme a des concengrdtes supérieures auxs§®u EGy,
montre une sélectivité d’action sur CFTR peu coilbpmtavec une action via un second
messager ubiquitaire. Ceci est confirmé par I'ivét€t de GPact-11a sur les souris inactivées

pour le gene codant pour CFTR.
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4.2. Site(s) d’action

Les composés actifs appartiennent a trois cladsesques différentes : la bétaine et
ses dérives, les produits de la famille | et ledpits de la famille Il auxquels il faut rajouter
la 7-méthylguanosing5 qui n'appartient & aucune des classes précédentes.

De plus, nous avons identifié a la fois des inbkilmis et des activateurs/potentiateurs
de CFTR parmi ces molécules.

Ces modulateurs de structures chimiques et d'atidifférentes possedent-ils le
méme site d’action ? Les composés des familleslll &bnt chimiquement voisins : ce sont
des hétérocycles assez volumineux présents soume fawitterionique a pH physiologique.
On peut donc envisager un site d’action identiqoarpces deux types de molécules. Par
contre, pour la bétaine et ses dérivéss tout copoue la 7-méthylguanosine, il est difficile
de tirer des conclusions a partir de la structbhimimue de ces composés.

On peut également noter qG@act-11aet GPinh-5a ont une structure chimique tres

proche. Le meilleur inhibiteur et le meilleur aetigur/potentiateur possedent le méme
environnement chimique a proximité du pharmacoplsugposé. Il est donc fort propable

gu'’ils peuvent se lier sur le méme site et y enratleux actions opposées.

Par ailleurs, on observe une baisse voire unetabolie I'action des modulateurs les
plus actifs sur la protéine CFTR portant la mutati6551D. Cette baisse d’activité
concernant les inhibiteurs n’est probablement pasalla difficulté d’activation particuliére
retrouvée dans cette protéine mutée, mais estvphisemblablement liée a une modification
défavorable du site de liaison des modulateur€&UiR. Il serait donc intéressant de tester la
bétaine et ses dérivés sur la mutation G551D déwatler si ces composés agissent de la

méme maniére que les produits des familles | et Il
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4.3. Hypothéses

En nous basant sur les informations rappelées léandeux paragraphes précédents,
nous pouvons proposer une hypothése de fonctiommedes modulateurs de CFTR mis en
évidence (a I'exception de la bétaine et de sesé&¥pour lesquels nous ne disposons pas

d’'informations suffisantes).

L’hypothéese proposée est celle d’'un effet directGHTR par I'intermédiaire d'un site
d’action unique. Sur ce site, les composés des tuitles, ce qui inclut donc a la fois des
inhibiteurs et des activateurs/potentiateurs, enéwellement la 7-méthylguanosine, seraient
capables de se fixer. Les composés actifs interiagir avec CFTR principalement par
I'intermédiaire de la zone contenant le pharmacomhBour les produits de la famille I, cela
correspond au cycle a 6 atomes formé par I'addities deux molécules de MG. Ce site de
fixation se situerait sur le domaine NBD1 de CFTRraximité de la glycine 551. Les
activateurs/potentiateurs permettraient aprésiéiraune stabilisation de la forme ouverte du
canal CFTR alors que les inhibiteurs déstabiliemtacette forme ouverte aboutissant a la
fermeture du canal. Cette hypothése de fonctionness schématisée sur la figure 89.

Cl- Cl-

A

. 1
Milieu ><

extracellulaire 1

Milieu
intracellulaire

b)
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C) d)

Figure 89 : Hypothese de modulation de CFTR painlgibiteurs et activateurs/potentiateurs mis ede&nce

a) Le canal CFTR se trouve sous forme fermée ;

b) Aprés phosphorylation et association des NB2aleal s’ouvre permettant la sortie d’ions
chlorures ;

c) Le composéGPact-11a est associé a CFTR. Le cycle a 6 atomes contelgant
pharmacophore supposé interagit avec NBD1 a pro&inke la glycine 551, alors que la
chaine propyle est liée a un site hydrophobe subA&abilisant de ce fait I'interaction entre
les deux NBD. Cette stabilisation accroit le terdpmuverture du canal favorisant la sortie
d’ions chlorures ;

d) Le composéGPinh-5a est associé a CFTR. Le cycle a 6 atomes contelsant
pharmacophore interagit avec NBD1 a proximité dglyaine 551, alors que le groupement
désoxyribosyle repousse le méme site sur NBD2 biéisent de ce fait I'interaction entre les
deux NBD, ce qui entraine la fermeture du canal.eHat, ce site étant hydrophobe, des

interactions avec le 2'-désoxyribose ne sont pridmbnt pas possibles.
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Conclusion et Perspectives

A la suite de la découverte au laboratoire d'uneuvetie réaction entre le
méthylglyoxal et uni-aminoazahétérocycle, des modulateurs de la pe@HFTR ont été mis
en évidence. Parmi ces composeés actifs, deux « dedfiles » appartenant a la méme famille
de composés (famille 1) ont été identifiés et étadi un inhibiteurGPinh-5a et un
potentiateur/activateu®Pact-11a(Figure 90).

f\ /// 7 f\ // 7 7

OH GPlnh 5a GPact 1la

Figure 90 : Structures de deux modulateurs dedgépre CFTR mis en évidence : I'inhibite@Pinh-5a et le

potentiateur/activate@Pact-11a

Nous avons, tout d’abord cherché, a confirmerracttire du pharmacophore supposé.
Deux directions de recherche ont été développées aabut.

Nous avons dans un premier temps sélectionné duéwdes petites molécules
contenant le pharmacophore supposé. Les résukatette évaluation biologique ont ainsi
mis en évidence plusieurs inhibiteurs de la pre&t€ifr TR et ont donc permis de confirmer la

structure du pharmacophore représentée sur laefi@fur

©
® o
N/\/
Figure 91 : Structure du pharmacophore
Toutefois, cet élément de structure qui est néaespaur observer une activité sur

CFTR, n’est pas suffisant puisque toutes les mtdécportant ce pharmacophore n’ont pas

été trouvées actives.

L’autre direction de recherche développée concerleapharmacophore a consisté en

une modification des structures de base des compdséla famille I. Une de ces



modifications a été basée sur I'utilisation d’urtiraw-oxoaldéhyde. En effet, lors de travaux
antérieurs, un exemple de composé issu de la oéaantre I'éthylglyoxal et la 2-
aminopyridine avait été obtenu. Au cours de ceditanious avons décrit et généralisé la
réaction entre 'EG et des-aminoazahétérocycles qui permet l'accés a d’autoesposés

contenant le pharmacophore supposé.

Par ailleurs, des modifications des composés darfalle | ont également permis
'accés a plusieurs représentants d’'une autre far(il) qui, la encore, comporte dans sa

structure de base le pharmacophore supposé (F@gire

5 &
N \ N \ N \ oH o
| ® | @ | NZ ©
N | N N |
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GPinh-12=6 | 7~ 8

IC5q (cellules CHO-wt) =5 nM

Figure 92 : Structures des quatre composés denlididal

Enfin, les dernieres modifications réalisées authupharmacophore ont conduit a la
mise en évidence d’'une troisieme famille de comgasiétenus par décarboxylation des
composés de la famille I. Dans ce cas, les hétélegpbtenus ne contiennent plus I'élément
de structure correspondant au pharmacophore. Lssltats négatifs obtenus lors de
I'évaluation du composB3 issu de l'activateuGPact-11aont donc permis de confirmer la

nécessaire présence de cet élément de structureopearver une activité sur la protéine

CFTR (Figure 93).
51: ﬁg

)

GPact-11a

Figure 93 : Structure du composé de la famill&8issu de I'activateuGPact-11a

Des études menées avec les composés des famdteBl lont permis d’explorer la
réactivité de ces composés (Schéma 47). Ainsihgipsthéses concernant le mécanisme de

formation des composés de la famille 11l ont p groposées.



Toutefois, les réactions menant aux familles lllled’ont pas un caractéere totalement
généralisable. En effet, les produits de la familéaboutissent pas tous aux mémes types de

produits dans les mémes conditions réactionnelles.
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Schéma 47 : Réactions mises en évidence menagcbayosés des trois familles

L’évaluation des composés préparés en tant que latedus de la protéine CFTR a
permis la mise en évidence de nouveaux inhibitedes cette protéine comme la 7-
méthylguanosing5 (Figure 94) qui présente unesiCde 3,5 uM sur cellules CHO-wit.
Toutefois, aucun de ces nouveaux inhibiteurs negotént une activité supérieure a celle de

GPinh-5ace qui est a priori difficile (165 sur cellules CHO-wt = 71 pM).
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Figure 94 : Structures de la 7-méthylguanogBet deGPinh-5a

Par ailleurs, en nous basant sur la structure dag ¢ chefs de files », l'inhibiteur
GPinh-5a et le potentiateur/activateygPact-113 nous avons effectué des modulations

chimiques sur le noyau hétérocyclique adénine comances deux composés pour établir des



relations structure-activité et ainsi tenter d'aoa une amélioration de l'activité de ces

composés (Schéma 48).
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Schéma 48 : Modulations chimiques @®inh-5a et GPact-11a par réaction du méthylglyoxal avec des

dérivés de I'adénine modifiée en position 9 ou/@Le8 et/ou 2

Un grand nombre d’analogues @&Pinh-5a et GPact-11a ont été synthétisés. De

nouveaux inhibiteurs et deux nouveaux potentiateess canaux CFTR ont ainsi été mis en
évidence. L'un d’entre euX4a qui a présenté une B{Lde I'ordre du micromolaire lors de
tests cellulaires (cellules CHO-wt), posséde unécsire tres proche de celle @®act-11a
L’autre potentiateur mis en éviden88a est issu d’'un dérivé de I'adénine modifiée sue un
position différente de celle des deux autres p@snirs (Figure 95). Les modifications sur la

purine permettant de conserver une potentialisatien la protéine CFTR sont donc
extrémement limitées.

</ﬁ </ﬁ

GPaCt -11a 74a

Figure 95 : Structures des activateGiRact-11g 74aet99a

Apres vérification de I'absence de toxicité de éeive 98a de nouvelles syntheses
pourront étre envisagées de facon a combiner leactésistigues de ces différents

potentiateurs.

Des tests d’évaluation des caractéristiques phdigoiques ou d’activité biologique

ont été effectués avec les principaux modulateussem évidence dorgPinh-5a et GPact-

1la Les résultats des tests ADMET (administratiostridbution, métabolisation, élimination



et toxicité) permettent d’envisager un développeamefltérieur de I'ensemble de ces
composés, a I'exception du produit de la famill&Rinh-12 = 6 issu de la 2-aminopyridine.

En effet,6 a présenté un effet génotoxique, ce qui exclucdmm utilisation en tant
gu’'agent thérapeutique. Cette toxicité est probablg présente chez tous les produits de la
famille 1l qui possédent des structures voisinesratiques planes probablement intercalantes
de I’ADN (Figure 92).

L’activateur/potentiateuGPact-11aa présenté un effet particulier lors d'un test de
franchissement de membranes épithéliales. |l ptésene perméabilité supérieure dans le
sens basolatéral vers apical par rapport au seessi |l faudra donc vérifier si cet effet n'est
pas dd a I'activation d’'un transporteur assuranefflux du composé vers I'extérieur de la

cellule.

Plusieurs inhibiteurs mis en évidence ont été é@mkur différentes mutations de la

protéine CFTR, ce qui a permis de proposer unethgse concernant leur mode d’action.

L’activateur GPact-11a n'a pas présenté d'effet sur trois mutations dessg Il
(G551D, G1349D et mutation 2GD). Ces trois mutaiperturbent la liaison de I'ATP aux
domaines NBD 1 et/ou 2. Il serait donc intéressdévaluer GPact-11a sur d’autres
mutations de cette classe afin de comprendre t& o®ctivité est générale ou non dans la

classe lll.

Les études sur la structure du pharmacophore et Igpharmacomodulation des
composeés actifs ont abouti a des résultats tres enrageants.

En effet, nous disposons d’un inhibiteur de CFTR,_®inh-5a, qui est non toxique,

puissant, sélectif, hydrosoluble, actif in vivo etlont la synthese est aisée.

Par ailleurs, GPact-1laprésente des caractéristiques de méme type qui $on
également prometteuses. Il a présenté une action t@atrice sur tissu et il est
potentiateur in vivo.

Les études de ces composés ainsi que celles dedeamalogues les plus actifs

doivent donc étre poursuivies dans le but d’aboutia une utilisation thérapeutique.



Les différents tests biologiques effectués ont agpbeaucoup d’informations sur le
pharmacophore et sur le mode d'action des compasfndant nous n'avons pas de
certitudes concernant ce dernier. En parallélegolasuite de la recherche de composés plus
actifs, les travaux suivants devront donc permeatgalisposer de davantage d’informations

sur le mode d’action de ces composés.

D’un point de vue chimique, la poursuite de la difigation structurale autour du
pharmacophore pourrait permettre de continuer @nidédes groupements favorables ou
défavorables a l'activité. De plus, en réalisantsyathése de molécules actives de fagcon
stéréocontrbélée, il devrait étre envisageable iuliaff les relations structure-activité
concernant le pharmacophore.

Une méthode d’obtention possible de composés p@denes caractéristiques est

représentée sur le schéma 49.

Schéma 49 : Voie d'accés a des analogues des cémaotfs

Cette synthése, basée sur la réaction d’ac@esninés sous forme d'un seul
énantiomere avec des-halogénoazahétérocycles (6-chloropurines), pdurpgrmettre

d’aboutir & des analogues des composés de la éamilDe nombreux acides-aminés



fonctionnalisés sont disponibles commercialementpeuvent facilement étre synthétisé,

permettant 'acces a des séries différentes de osép

D’autre part, la 7-méthylguanosii®® ayant été identifiée en tant qu’inhibiteur de la
protéine CFTR, des modifications chimiques, notaminde sucre, pourront étre réalisées. En
effet, la 7-méthylguanosings peut étre considéree comme le « chef de file naliouvelle

famille de modulateurs.

Par ailleurs, la construction récente de modeledra@s dimensions de différents
domaines de la protéine CFTR par les équipes dlgalCallebaut et de Pierre Lehn
(Mornon, 2008) va permettre la réalisation d’études« docking » entre les composés actifs
et les modeles des canaux CFTR. Ces évaluatiosfidn peuvent aboutir a I'identification
d’'un site de liaison des molécules sur la proté&ifdR et donc a I'amélioration de l'affinité
de ces composés pour les sites d’interaction ifiesti

Il serait également intéressant d’essayer de refggeouples d’acides aminés portant
des charges opposées a pH physiologique se trqulearmd les modeles en trois dimensions, a
une distance compatible avec une interaction datnes groupements chargés et les charges

du pharmacophore portées par les composés actifs.

Par ailleurs, une évaluation @Pact-11lasur la mutatiom\F508, apres correction par
la température ou par des correcteurs comme leustial apparait particulierement
importante a réaliser. En effet, ce composé paurdains le cas d'une activité sur cette
mutation, étre utilisé en complément d’'un correci@ec lequel il agirait en synergie pour

restaurer I'efflux d’ions chlorures de la cellule.

De nombreuses autres évaluations biologiques dmitréire effectuées pour identifier
le mode et le site d’action de ces composés, corpareexemple, des études de mutagenese

dirigée ou des tests de compétition avec I'ATP.






Partie expérimentale

1. Généralités

1.1. Chromatographies

Les chromatographies sur colonne ont été effectsidiegel de silice 0,060-0,200 mm
60 A de chez Acros.

Les chromatographies sur colonne de phase invets&t® effectuées sur mini colonne
de phase inverse sur gel chromabond® Sorbenz G8apmked, C18 non end-capped et C18
end-capped de chez Magerey-Nagel.

Les chromatographiesur couche mince (CCM) ont été réalisées avec kegigs de
silice déposée sur feuille d’aluminium (Alugram® G6/UV s, de chez Magerey-Nagel). Les
plaques sont révélées a 254 nm.

1.2. Points de fusion

Les points de fusion ont été mesurés en tube aapilsur un appareil Buchi 535 et ne

sont pas corrigés.

1.3. Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléair e (RMN)

Les spectres ont été enregistrés sur un appangieBAvance 400 (400 MHz pour le
proton, 100 MHz pour le carbone) a 21 °C.

Les abréviations ont la signification suivant®:: déplacement chimique en ppm, J:
constante de couplage en Hz, s : singulet, sigusit large, d : doublet, t : triplet, dd : doublet

de doublet, sext : sextuplet, m : multiplet.

NB : Les spectres de RMRC des produits de la famille | issus de dérivés'aaénine
modifiée présentent généralement plusieurs sigtr@sxmal définis autour de 150 ppm. Ces
signaux correspondent aux atomes de carbone qamemnissus des atomes de carbone



guaternaires de l'adénine. Fréquemment ces sigeaok trop faiblement résolus pour les

attribuer tous et ainsi décrire I'ensemble des awde carbone quaternaires.

1.4. Spectrométrie de masse basse résolution

Les spectres de masse ont été enregistrés au Céntneles et de Recherches sur les
Macromolécules Végétales (CERMAYV) a Grenoble padethnique Fast Atom Bombardment

(FAB) en mode positif, par ionisation électroniq&g) ou par électrospray (ESI).

1.5. Spectrométrie de masse haute résolution et ana  lyse élémentaire

Les spectres de masse haute résolution et lessasaglémentaires (microanalyses)

ont été enregistrés au Centre Régional de Mesiumgsdries de I'Ouest a Rennes.

1.6. Solvants

Les solvants ont été utilisés sans purificatiore&ception du DCM, qui a été distillé
avant usage et lorsque des conditions anhydreenéteequises. Dans ce dernier cas, les

solvants ont éteé distillés puis stockés sur tamooulaire.



2. Chapitre 1

Formation du bromure de 2-(2-carboxyéthyl)isoquinainium 24
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Mode opératoire :

A de l'isoquinoléine (1,0 mL ; 7,74 mmol) en sabatidans I'éthanol a 95 % (1 mL) est ajouté
du bromoacétate d'éthyle (1,1 mL ; 9,67 mmol). Gdamge est agité pendant 3 h. Aprés
évaporation sous pression réduite, le résidu ob#éshgoumis a une extraction DCM (20 mL)
/ H,O (20 mL). La phase aqueuse est évaporée sousgoregduite puis le solide résiduel est
soumis a une hydrolyse dans une solution aqueas@ée'bromhydrique (48 %) (10 mL).
Aprés évaporation sous pression réduite, le résgtudissous dans l'eau puis soumis a
réévaporatin. Cette opération est reproduite fias pour éliminer I'acide bromhydrique en
exces. Le bromure de 2-(2-carboxyéthyl)isoquinalimi24 se présente sous forme d'une
poudre brune (bromhydrate : 1,28 g ; 4,77 mmolt;-R@2 %).

Analyses :

F : 206-220 °C (décomposition).

RMN : *H : (400 MHz ; BO) &4: 9,53 (1H ; s ; CH) ; 8,33-8,28 (3H ; m ; CH) 18;8,08
(2H; m;CH); 7,94-7,90 (1H ; m; CH) ; 5, 35 (24 ; CH).

13C : (100 MHz ; BO) 3¢ 169,5 (G) ; 150,6 (CH) ; 143.3 () ; 137,6 (CH) ; 135,0
(CH) ; 131,4 (CH) ; 130,3 (CH) ; 127,3(G; 127,1 (CH) ; 126,0 (CH) ; 61,1 (GH

SM : (FAB [+], glycérol) : m/z188 ([M]").



Formation de I'EG 26

Mode opératoire : (Gi, 1995)

Du dioxyde de sélénium (24,6 g ; 222 mmol) estt@@udu butana8 (20 mL ; 222 mmol).
Cette suspension est agitée a 60 °C sous argon'gudigparition du dioxyde de sélénium et
apparition d’'un précipité noir de sélénium. Aprisdtion du précipité, le filtrat est soumis a
une distillation sous pression réduite. Les fraxtide distillation contiennent I'EZ6.

Formation de 27a
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Mode opératoire :

A une solution d’aminopyridind (1,0 g ; 10,6 mmol) dans I'eau (10 mL) est ajadgé’EG

26 (4,1 g; 47,6 mmol). Cette solution est agitéessargon a 60 °C pendant 10 h. Aprés
évaporation sous pression réduite, le milieu réacel est soumis a deux chromatographies
sur phase inverseigen €éluant avec de I'eau et un gradient croissannéthanol (MeOH).
On obtient le mélange majoritaire d'énantiome®s (650 mg ; 2,4 mmol ; Rdt = 23 %) qui

se présente sous forme de poudre blanche.

Analyses :

F:152-154 °C.

RMN : 'H: (400 MHz ; BO) &, ;8,16 (1H;d;J=7,2;CH) ;7,75 (1H ;t; JA8CH) ;
705(1H;d;J=84;CH);689(1H;t;J27CH);455(1H;s;CH); 195 (1H ; m;
CHy);182@3BH;m;CH;0973H;t;J=7,2;CH;091(3H;t;J=7,2;C}H



13C : (100 MHz ; DO) 8¢ : 176,2 (COOH) ; 149,5 (@) ; 142,0 (CH) ; 133,1 (CH) ;
114,5 (CH) ; 113,0 (CH) ; 91,2 (@ ; 68,9 (CH) ; 66,0 (&) ; 30,1 (CH) ; 29,1 (CH) ; 7,3
(CHa) ; 6,4 (CH).

SM : (FAB [+], glycérol) : m/z267 ([M+HT")

SMHR : (El) : CiaH1gN2Os: [M + H]* Requis miz 267,13448
Expérimental m/z  267,1345

[M+Na]' Requis m/z 289,11643
Expérimental m/z  289,1157

Analyse élémentaire :16H1gN204, 0,5 HO
C H N

Valeurs théoriques (%) 56,72 6,96 10,18

Valeurs expérimentales (%) 56,79 6,71 10,37

Formation de 35a
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Mode opératoire :

A une solution d’aminoisoquinoléirgt (1,19 g ; 8,3 mmol) dans I'éthanol (20 mL) estusgo
de I'EG 26 (4,2 g ; 48,8 mmol). Cette solution est agitéessargon a 60 °C pendant 12 h.
Lors du refroidissement a température ambiantse iforme un précipité qui est filtré puis



lavé a I'éther diéthyliqgue. On obtient le mélanggjontaire d'énantiomeredba (509 mg ; 1,6

mmol ; Rdt = 21 %) qui se présente sous forme deligoblanche.

Analyses :

F:115-116 °C.

RMN : 'H: (400 MHz ; BO) &, : 8,06 (1H ;d;J=8,0;CH); 7,82 (1H ; t=8,0; CH);
7,71 (2H; m; CH); 7,60 (1H; m; CH); 7,05 (1d ; J=8,0; CH); 2,38 (2H ; m ; GH
2,26 (1H; m;CH) ;1,86 (1H; m;CH ;0,85(3H;t;J=8,0; C}; 0,77 (3H ; m ; Ch).

13C : (100 MHz ; DO) & : 176,5 (COOH) : 148,6 (@ ; 135,8 (CH) ; 134,7 (Q) ;
129,2 (CH) ; 127,7 (CH) ; 125,1 (CH) ; 124,2 (CH)17,7 (Gv) ; 112,8 (CH) ; 91,0 () ;
68,4 (Gv) ; 66,6 (CH) ; 30,1 (CH ; 29,3 (CH) ; 7,8 (CH) ; 6,8 (CH).

SM : (FAB [+], glycérol) : m/z289 ([M+H]")

Analyse élémentaire :16H19N>O,4, HO
C H N

Valeurs théoriques (%) 61,07 6,63 8,38

Valeurs expérimentales (%) 60,98 6,81 8,25




Formation de 39
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Mode opératoire :

A une solution de 9-propyladénid& (200 mg ; 1,13 mmol) dans I'eau (5 mL) est ajalsgé
I'éthylglyoxal 26. Cette solution est agitée sous argon a 60 °Cargrdh. Aprés évaporation
sous pression réduite, le milieu réactionnel estms® a une chromatographie sur phase
inverse @ en éluant avec de I'eau et un gradient croissarifldOH. On obtient le composé
39(92 mg ; 0,38 mmol ; Rdt = 33 %) qui se présentesgorme d’une huile jaune pale

Analyses :
RMN : 'H : (400 MHz ; BO) &y : 8,27 (1H ; s ; CH) ; 8,22 (1H ; s ; CH) ; 4,9H(; sl ; CH)
;4,18 2H ;t;J=6,8;CH; 2,06-1,93 (2H ; m ; CH; 1,83 (2H ; sext ; J = 6,8 ; GH;

1,02(3H:t;J=6,8;CH;0,85(3H;t;J=6,8; Cil

13C : (100 MHz ; BO) & : 176,8 (CO-N) ; 148,8 (CH) ; 147,5 (¢ ; 143,0 (CH) ;
118,1 (Gv) ; 57,1 (CH) ; 46,0 (CH) ; 24,8 (CH) ; 22,7 (CH) : 10,2 (CH) ; 9,3 (CH).

SM : (ESI [+]) : m/z 246 (IM+H])



Formation de 45
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Mode opératoire :

Le mélange d’adduits du MG sur la 2-aminoisoquimaé&Pinh-8ab = 44ab (200 mg ; 0,63
mmol) est agité pendant 3 h dans 3 mL d’hydroxyeleadium (2 M). Le milieu réactionnel

est neutralisé par ajout d’acide phosphorique (3@a¥s I'eau) puis extrait par 3 fois 10 mL
de dichlorométhane. Aprés évaporation, le résidele®matographié sur colonne de silice en
éluant avec un mélange DCM:MeOH (95:5). On obtansi le composd5 (14 mg ; 0,06

mmol ; Rdt = 10 %) qui se présente sous la forrm@elhuile jaune clair.

Analyses :

RMN : *H : (400 MHz ; CQOD) &, : 8,73 (1H; m; CH) ;8,14 (1H ;d ;J=7,6 ; CH,79
(AH;m;CH); 7,72 (3H; m; CH); 2,67 (3H ; €Hs) ; 2,63 (3H ; s ; Ch).

13C : (100 MHz ; CROD) & : 166,3 (G/) : 160,0 (G/) : 136,6 (G) ; 136,4 (Gv) :
132,1 (CH) ; 131,1 (CH) ; 130,8 {3 ; 128,0 (CH) ; 128,0 (G) ; 126,4 (CH) ; 125,4 (CH) ;
122,6 (CH) ; 22,0 (CH ; 12,3 (CH).

SMHR : (El) : Ci4H12N-0 @ [M]T Requis m/z  224,0950
Expérimental m/z  224,0947

Analyse élémentaire :C;4H:oN20, 1/2 HO
C H N

Valeurs théoriques (%) 69,86 6,06 11,24

Valeurs expérimentales (%) 69,84 5,81 11,37




Formation de 47
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Le mélange d’adduits du méthylglyoxal sur la benigame 46 (100 mg ; 0,38 mmol) est agité

Mode opératoire :

a 50 °C pendant 3 h dans 20 mL d’hydroxyde de sodil M). Aprés refroidissement, le
milieu réactionnel est neutralisé par ajout d’aatéorhydrique (1 M). Aprés évaporation, le
résidu est dissous dans du DCM puis chromatographiéolonne de silice en éluant avec un
mélange de DCM:MeOH (95:5). On obtient ainsi le pose47 (30 mg ; 0,15 mmol ; Rdt =

39 %) qui se présente sous la forme d’'un solidedla

Analyses :

F:142 °C.

RMN : 'H : (400 MHz ; CDCJ) & : 8,27 (2H ; m ; CH) ; 7,45-7,27 (3H ; m ; CH),5@ (6H
;'S ; CH).

13C : (100 MHz ; CDCJ) &c: 156,7 (Gv) ; 153,0 (G/) ; 146,0 (G/) ; 138,0 (G/) ;
129,7 (CH) ; 128,6 (CH) ; 127,8 (CH) ; 18,8 (§H

SM : (FAB [+], glycérol) : m/z201 ([M+H]")



Formation de 48

Mode opératoire :

Le mélange d’adduits de 'EG sur la 2-aminopyrid2i# (50 mg ; 0,19 mmol) est agité
pendant 6 h dans 25 mL de NaOH (1 M). Le miliectiéanel est neutralisé par ajout d’acide
chlorhydrique (1 M) puis évaporé a sec. Le résidwaporation est dessalé sur phase inverse
Cis, ON obtient ainsi le compogd (21 mg ; 0,10 mmol ; Rdt = 55 %) qui se présenteda

forme d’une huile jaune clair.

Analyses :

RMN : 'H : (400 MHz ; CQOD) &, : 8,68 (1H ;d ; J=6,8; CH) ;8,05 (1H ; d=38,4 ;
CH);7,80(1H; m;CH); 7,66 (1H; m; CH);88H;m; CH); 3,08(2H; m; CH ;
139(3H;t;J=7,2;CH;1,31(3H;t;J=7,2;CHl

13C : (100 MHz ; CROD) &c : 170,8 (Gv) ; 156,9 (G/) ; 138,6 (G) ; 136,2 (G) ;
128,9 (CH) ; 127,4 (CH) ; 127,1 (CH) ; 121,4 (CH6,2 (CH) ; 17,2 (CH) ; 9,2 (CH) ; 8,0

(CHa).

SM : (ESI [+]) : m/z203 ([M+H]")



Formation des composés de la famille Il

Le mélange d’adduits (composés de la famille Idéstous dans du THF puis tBRuOK (1,5
équivalents) est ajouté. Le mélange réactionnedresite agité sous argon.

Formation de 51
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Mode opératoire :

Quantité de Température de Temps de

m (49) = n@g =
@9 @9 THF réaction (T°C) réaction (TR)

200 mg 0,68 mmol 5mL a reflux 1h

Aprés évaporation sous pression réduite, le mélaigmmeéres est séparé du milieu
réactionnel par chromatographie sur colonne deesigén éluant avec du DCM et un gradient
croissant de MeOH. On obtient le compéd&onstitué d’un mélange d’isomeres (70:30) qui

se présente sous la forme d’'une poudre blanchen¢290,12 mmol ; 17 %).

Analyses :

RMN : *H : (400 MHz ; CROD) & : 8,08/8,04 (1H; m ; CH) ; 7,42/7,32 (1H ; m ; CH);
6,62/6,54 (1H ; m ; CH) ; 6,45/6,35 (1H ; m ; CH),70/4,47 (1H ; m ; CH) ; 4,57 (1H ; sl;
OH); 4,35/4,16 (1H ;d;J=2,4;CH); 22534 ;CH); 1,38/1,15(3H ;d;J=6,8;
CHy).

13C : (100 MHz ; CROD) & : 168,5/168,2 (§) ; 153,4/153,2 (§) ; 132,1/131,6
(Cw) : 127,0 (CH) : 122,9 (CH) ; 121,9 (CH) ; 119,2HC 119,0 (G/) ; 80,6/79,9 (CH) :

53,4/53,2 (CH) ; 26,8/26,7 (GMH: 18,0/14,8 (CHy).

SM : (FAB [+], glycérol) : m/z251 ([M+HT]).



Formation de 52
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Mode opératoire :

m (60) = n GO = Quantité de THF T°C TR
100 mg 0,30 mmol 10 mL a reflux 4 h

Aprés évaporation sous pression réduite, le mélaigmmeéres est séparé du milieu
réactionnel par chromatographie sur colonne deesigén éluant avec du DCM et un gradient
croissant de MeOH. On obtient le comp&&&onstitué d’un mélange d’isomeres (65:35) qui

se présente sous la forme d’'une poudre blanchen{20,04 mmol ; 14 %).

Analyses :

RMN : *H : (400 MHz ; CDC)) & :8,42/8,35 (1H; s; CH); 7,80/7,76 (1H; s; CH);
6,42/6,05 (1H ; sl ; OH) ; 5,64/5,32 (1H; m; CH),57/4,27 (1H ; d; J = 3,2 ; CH) ; 4,23-
4,16 (2H ; m; CH) ; 2,36/2,34 (3H ; s ; C§l; 1,90-1,85 (2H ; m ; CHl ; 1,49/1,19 (3H ;d;
J=3,2;CH); 1,40-1,37 (2H ; m ; C§; 0,99-0,95 (3H ; m ; C§).

13C : (100 MHz ; BO) 3¢ : 208,5 (Gv) ; 153,8 (CH) ; 152,7 (G) ; 152,4 (G/) ; 140,0
(CH) ; 119,7 (G/) ; 79,8/79,7 (CH) ; 77,2 (CH) ; 43,7 (GH 32,1 (CH) ; 26,3/25,8 (Ch) ;
19,9 (CH) ; 19,0/14,4 (CH) ; 13,5 (CH).

SM : (FAB [+], glycérol) : m/z292 ([M+H]")

SMHR : (ES|) Ci3H1gN505 : [M+Na]+ Requis m/z 300,14364
Expérimental m/z  300,1435



Formation de 53

COO
OH
N
| OH
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Mode opératoire :

m (GPact-11ah = | n (GPact-11ah) = | Quantité de THF T°C TR
200 mg 0,62 mmol 5mL 60 °C 4 h

Apres évaporation sous pression réduite, le méladiggomeres est séparé du milieu
réactionnel par chromatographie sur colonne deesigén éluant avec du DCM et un gradient
croissant de MeOH. Apreés cristallisation dans OP, on obtient le composg3 constitué
d'un mélange d'isoméres (60:40) se présente sotfwritae d’'une poudre blanche (64 mg;
0,23 mmol ; 37 %).

Analyses :

RMN : *H : (400 MHz ;CDCk) &, : 8,39-8,32 (1H ; s ; CH) ; 7,81/7,75 (1H ; s ; )CH
6,86/6,33 (1H ; sl ; OH) ; 5,14/4,96 (1H ; sl ; CH%,59/4,26 (1H ;d ; J = 2,0 ; CH) ;
4,16/4,09 (2H ; m; Ch) ; 2,32/2,30 (3H ; s ; C§)l; 1,95-1,84 (2H ; m ; ChJ ; 1,46/1,15 (3H
;d;J=6,8;Ch;0,97-0,91 (3H ; m; C4l.

13C : (100 MHz ;CDCL) & : 208,6 (Gv) ; 154,1 (G/) ; 153,1/152,9 (CH) ; 149,5
(Cv) : 140,2/140,1 (CH) ; 119,8 (@ ; 80,1 (CH) ; 48,5/47,6 (CH) ; 45,7 (GH 26,4/26,0
(CHs) ; 23,6 (CH) ; 19,1/14,5 (CH) ; 11,4 (CH).

SMHR : (ES|) Ci3H19N505 : [M + Na]+ RGQUiS m/z 300,14364
Expérimental m/z  300,1435



Formation de 54
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Mode opératoire :

m () = ne) = Quantité de THF T°C TR
1,009 4,2 mmol 10 mL 65 °C 1h

Aprés évaporation sous pression réduite, le mélatigmmeéres est séparé du milieu
réactionnel par deux chromatographies successivesatonne de silice en éluant avec du
DCM et un gradient croissant de MeOH. On obtientdenposéb4 constitué d’'un mélange

d'isoméres (60:40) qui se présente sous la fornmmed’poudre jaune pale (70 mg; 0,36

mmol ; 9 %).

Analyses :

RMN : *H : (400 MHz ;CDCl) &y : 8,08/8,04 (1H ; m ; CH) ; 7,40/7,34 (1H ; m ; CH
6,60/6,56 (1H ; m ; CH) ; 6,45/6,35 (1H ; m ; CH),73/4,47 (1H ; m ; CH) ; 4,65/4,54 (1H ;
sl; OH) ; 4,35/4,15 (1H ;d ;J=4,0;CH); 22@5 (3H ;s ; Ch ; 1,38/1,15(3H ;d ; J =
8,0 ; CH).

13C : (100 MHz ;CDCl) d¢: 157,7/157,4 (&) ; 147,5 (CH) ; 137,8/137,6 (CH) ;
113,6/113,5 (CH) ; 109,8/109,5 (CH) : 80,4/80,2 JCH50,3/48,5 (CH) ; 26,7/25,8 (GH:;
18,4/15,6 (CH).

Analyse élémentaire :C;0H14N20,, 0,25 (CHOH)
C H N

Valeurs théoriques (%) 60,87 7,48 13,85

Valeurs expérimentales (%) 60,47 7,15 13,48




3. Chapitre 2
Formation des dérivés de I'adénine modifiee en pdsin 9 ou en

position 7

A une suspension d'adénibg dans leN,N-diméthylformamide (DMF) est ajouté de I'hydrure
de sodium (NaH) a 60 % dans I'huile (1,1 équivaldreg mélange obtenu est agité sous argon
a température ambiante pendant 1 h. L'agent alkylg@5 équivalent) est ensuite ajouté et ce

mélange est agité a température ambiante sous.argon

NH, NH, R NH;
7 c 6 \N
/N N1 1) Base/DMF /N SN NN
8< | ) ,  2)RX < | ) <\ | )
H /
3 R

55 Majoritaire Minoritaire



Formation de 56

NH, NH,
N 1) NaH N N
</ | ~Z 2Br </ | )
N N N
55 56

Mode opératoire : (Montgomery, 1965 ; Thibon, 1997)
m (adénineb) = n (adénin&b)= Quantité de DMF TR
5,009 37,04 mmol 150 mL 5h

Aprés évaporation sous pression réduite, le résidenu est agité dans 100 mL de NaOH (1
M) puis extrait par 4 fois 100 mL de DCM. Aprés pwgation, le résidu d'extraction est
chromatographié deux fois sur colonne de siliceékrant avec du DCM et un gradient
croissant de MeOH. On obtient ainsi la 9-allylacéi6 (4,06 g ; 23,20 mmol ; Rdt = 63 %)
qui se présente sous forme de poudre blanche.

Analyses :

F :150-152 °C. Litt 143-145 °C

RMN : 'H: (400 MHz ; DO) &, : 7,83 (1H ;s ; CH) ; 7,82 (1H ; s ; CH) ; 5,885 (1H ; m
;CH);511(1H;d;J=10,4;CGH, 488 (1H;d;J=17,2; GH; 4,54 (2H ; dd ;J=3,6;
5 =1,2;CH).

(400 MHz ; CRCl3) &4 : 8,36 (1H ; s ; CH) ; 7,80 (1H ; s ; CH) ; 6,ZH(; sl ; NH) ;
6,08-5,98 (1H; m; CH) ;5,30 (1H ;d ;J =10@H,) ; 5,18 (1H;d;J =17,6 ; GM; 4,81
(2H;dd;d4=4,4;3=1,2;ChH).

13C : (100 MHz ; DO) &¢: 154,8 (Gv) ; 151,8 (CH) ; 147,9 (G) ; 141,7 (CH) ; 131,5
(CH) ; 117,9 (CH) ; 117,6 (G/) ; 45,7 (CH).

(100 MHz ; CRCls) 3¢ : 156,0 (Gv) ; 153,3 (CH) ; 150,1 () ; 140;4 (CH) ; 132,0
(CH) ; 119,7 (G/) ; 119,1 (CH) ; 45,9 (CH).

SM : (FAB [+], glycérol) : m/z176 ([M+H]").



Formation de 57

NH, NH,

</N | NN tBuoK {Nf\l\l

A g
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Mode opératoire : (Montgomery, 1965)

A une solution de 9-allyladénirigs (300 mg ; 1,71 mmol) dans le DMSO (6 mL) est aout
du tBuOK (315 mg ; 1,71 mmol). Ce mélange est agitédpeh3 h a 110 °C. Le milieu
réactionnel est ensuite ajouté goutte a gouttel@&tther éthylique. Il se forme un précipité qui
est filtré puis remis en suspension dans du DCMteCauspension est ensuite filtrée. On
obtient le mélange d'isomére Z ebEqui se présente sous forme de poudre blancheni05

; 0,60 mmol ; Rdt = 35 % ; (E:Z: 75:25 compositidéterminée par spectrométrie de RMN
H).

Analyses :

RMN : *H : (400 MHz ; BO) &4 : 8,02 (1H ;s ; CH) ; 7,99 (1H ; s ; CH) ; 6,7®5 (0,75H
(E);dd;3d=144;3d=16;CH); 6,58 (0,25H (2);ddi8,4;3=1,6; CH); 6,19-6,10
(0,75H (E) ; m ; CH) ; 6,01-5,93 (0,25H (2) ; m HY; 1,80-1,77 (2,25H (E) ; dd ; ¥ 6,8 ;
-=1,6;CH); 1,60-1,58 (0,75H (Z) ;dd 1 ¥ 6,8;3=1,6; CH).

(400 MHz ; CROD) &4 : 831 (1H;s; CH) ;8,23 (1H ;s ; CH); 7,084 (0,75H
(E);dd;d=14.4;3=2,0;CH); 6,84-6,81 (0,25H (2Z) ; dd;;98,4; 34=2,0; CH) ; 6,55-
6,47 (0,75H (E) ; m ; CH) ; 6,03-5,96 (0,25H (4n;; CH) ; 1,93 (2,25H (E) ; dd 1 ¥ 6,8 ;
5»=20;CH);181(0,75H (2) ;dd ;16,8 ;3=2,0; CH).

13C : (100 MHz ; CROD) 3¢ : 152,6 (CH) ; 138,8 6 (CH); 120,7 (CH) ; 118,7 (CH
14,0 (CHy).



Formation de 61
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Mode opératoire :

A une solution de chlorure de 4,4’-diméthoxytrity[@MTr) 60 (2,44 g ; 7,19 mmol) dans la
pyridine (5 mL) est ajouté du 3-bromopropaB8l(1 g ; 0,66 mL). Au bout de 2 h de réaction
a température ambiante le mélange réactionnelrésipté dans du MeOH. Apres filtration,
on obtient le produigl (1,97 g; 4,46 mmol ; Rdt = 62 %) qui se présesaas forme de

poudre blanche.

Analyses :(Nielsen, 2004)

F: 85-86 °C.

RMN : 'H: (400 MHz ; CDCY) &y : 7,63-7,62 (2H ;:d ; J = 7,6 ; CH) ; 7,52-7,561(4d ; J =
88;CH);742(1H;t;J=7,6;CH); 7,36-T,@H ; m; CH); 6,99-6,96 (4H ;d ;J=8,8;

CH); 3,85(6H ;s ; CKHO); 3,68 (2H ;t;J=6,8; CGiH; 3,40-3,39 (2H ; m ; CH ; 2,24
(2H; m; CH).

SMHR : (El) : CouH2503"Br : [M+Na]* Requis m/z 463,08848
Expérimental m/z  463,0884
[M+K]* Requis m/z  479,06241

Expérimental m/z  479,0641



Formation de 62

NH,
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O
Mode opératoire :
m (adénineb) = n (adénin&b)= Quantité de DMF TR
612 mg 4,53 mmol 40 mL 5 jours

Apres évaporation sous pression réduite, le résidenu est chromatographié sur colonne de
silice en éluant avec du DCM et un gradient craissie MeOH, puis recristallisé dans de
'iPrOH. On obtient ainsi le composé attendi (1,26 g ; 2,54 mmol ; Rdt = 56 %) qui se

présente sous forme d’'une huile jaune clair.

Analyses :

F:162-164 °C.

RMN : *H : (400 MHz ; CDCJ}) &, : 8,39 (1H ;s ; CH) ;7,66 (1H ;s ; CH) ; 7,484(; d ; J
=76;CH); 736-7,26 (TH; mCH); 6,88 (4H;d=7,6 ; CH) ; 5,88 (2H ; sl ; Nii; 4,21
(2H;t;J=6,4;CH;3,85(3H;s;20-Ch;3,18(2H;t;J=6,4;CH; 2,12 (2H ;t;J
=6,4; CH).

13C : (100 MHz ; CDCJ) & : 158,7 (G/) ; 155,4 (G) ; 152,7 (CH) ; 150,2 () :
145,0 (Gv) ; 141,1 (CH) ; 136,2 (¢) ; 130,1 (CH) ; 128,2 (CH) ; 128,1 (CH) ; 127,1HC
119,9 (Gy) ; 113,3 (CH) ; 86,3 () ; 59,9 (CH) ; 55,4 (O-CH) ; 41,5 (CH) ; 30,3 (CH).



SMHR : (ES') CooH3oNs03 :

[M+H]"

[M+NaJ

[M+K]"

Requis
Expérimental
Requis
Expérimental
Requis

Expérimental

m/z
m/z
m/z
m/z
m/z

m/z

496,23487
496,2362
518,21681
518,2147
534,19075
534,1910



Formation de 58

N N
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Mode opératoire :

Le composés2 (800 mg ; 1,61 mmol) est agigendant 1,5 h dans une solution d’acide
dichloroacétique a 2 % dans le DCM (65 mL). Le m@&aréactionnel est neutralisé par une
solution saturée de NaHG@Quis la phase aqueuse est évaporée et chromatoggagur
phase inverse e On obtient ainsi la 9-(3-hydroxypropyl)-adéni® (305 mg ; 1,58 mmol ;
Rdt = quantitatif) qui se présente sous forme dedpwblanche.

Analyses :(Holy, 1978 ; Zhang, 2006)

F:178-179 °C (décomposition). Litt : 215 °C

RMN : *H : (400 MHz ; CROD) 8 : 8,23 (H;s; CH) ;8,14 (H ;s ; CH); 4,37 (2H; J =
7,2;CH);357(2H;t;J=6,4;ChH; 2,09 (2H ; m; CH).

(400 MHz ; CDC}) 04 : 8,36 (H;s; CH); 7,81 (H;s; CH); 5,66 (2dl ; NH) ;
439(2H;t;J=6,4;CH;351(12H;t;J=5,6;CH; 2,01 (2H; m; CH.

3C : (100 MHz ; CQOD) & : 155,9 (G) ; 152,2 (CH) ; 149,2 (G) ; 141,5 (CH) ;
57,9 (CH) ; 40,4 (CH) ; 32,0 (CH).

(100 MHz ; CDC§:CD30D (8:2)) & : 155,6 (Gv) ; 152,4 (CH) ; 149,3 () ; 141,1
(CH) ; 118,8 (G&/) ; 57,8 (CH) ; 40,5 (CH) ; 32,2 (CH).

SMHR : (El) : CgH1aNsO : [M]"  Requis m/z  193,0964
Expérimental m/z  193,0970



Formation de 66
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Mode opératoire : (Rasmussen, 1982)
m (adénineb) = n (adénin&b)= Quantité de DMF TR
1,409 10,36 mmol 450 mL 18 h

Apres évaporation sous pression réduite, le résidenu est chromatographié sur colonne de
silice en éluant avec du DCM et un gradient croissle MeOH. On obtient le produsi
(457 mg ; 2,58 mmol ; Rdt = 26 %) qui se préseatess$orme de poudre blanche.

Analyses :(Young, 1990 ; Soltani Rad, 2008)

F:102-103 °C. Litt : 235 °C et 114-115 °C.

RMN : *H : (400 MHz ; DO) & : 8,39 (1H ;s ; CH) ; 7,90 (1H ;s ; CH) ; 4,9B4 (1H ;
sept;J=6,8;CH);1,64((6H;d;J=6,8;H

(400 MHz ; CDC)) 04 : 8,36 (1H ;s ; CH) ; 7,88 (1H ; s ; CH) ; 5,9(; sl ; NH) ;
4,90-4,80 (1H ; m; CH) ;1,61 (6H ; d ; J = 6@8H,).

13C : (100 MHz ; DO) &¢: 155,4 (Gv) ; 152,5 (CH) ; 149,7 (€) ; 138,0 (CH) ; 120,0
(Cwv) ; 47,0 (CH) ; 22,7 (CH.

(100 MHz ; CDCJ) & : 155,7 (Gv) ; 152,9 (CH) ; 149,9 () ; 138,2 (CH) ; 120,2
(Cwv) ; 47,2 (CH) ; 22,9 (CH.

SM : (DCI NHjz, isobutane) m/z178 ([M+HJ").



Formation de 67

</ 1) NaH - </
) 2)Br )
N U
Mode opératoire : (Lazrek, 2001)

m (adénineb) = n (adénin&b)= Quantité de DMF TR
1,629 11,99 mmol 150 mL 2h

Apres évaporation sous pression réduite, le résifanu est chromatographié deux fois sur
colonne de silice en éluant avec du DCM et un gradcroissant de MeOH. On obtient le
produit67 (1,39 g ; 8,03 mmol ; Rdt = 67 %) qui se présaoies forme de poudre blanche.

Analyses :
F : 209-210 °C (décomposition). Litt : 213-214 °C

RMN : *H : (400 MHz ; CROD) 8 : 8,24 (1H ;s ; CH) ;8,23 (1H ;s ; CH) ; 5,@8(; d ; J
=2,8;CH) ;3,00 (1H;t;J=2,8; CH).

(400 MHz ; CDCJ) 04: 8,40 (1H ; s; CH) ; 8,03 (1H ; s ; CH) ; 5,6 H(2sl ; NH,) ;
531 (1H;s;CH);499(1H;d;J=24;8gH

3C : (100 MHz ; CROD) & : 155,9 (G/) ; 152,5 (CH) ; 148,8 (G) ; 140,5 (CH) ;
118,6 (Gv) ; 76,2 (Gv) ; 74,3 (CH) ; 32,3 (CH).

SM : (FAB [+], glycérol) : 174m/z([M+H] ™).



Formation de 68
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Mode opératoire : (Ghosh, 2007)

m (adénineb) = n (adénin&b)= Quantité de DMF TR
10,00 g 74,00 mmol 300 mL 12 h

NH,

Apres évaporation sous pression réduite, le résianu est cristallisé dans de I'lPrOH. On
obtient la 9-butyladénin@8 (9,04 g ; 47,28 mmol ; Rdt = 64 %) qui se présenies forme de

cristaux blancs.
Analyses :
F:112-114 °C. Litt: 116 °C

RMN : *H : (400 MHz ; CDCY) 8y : 8,37 (1H ;s ; CH) ; 7,80 (1H ; s ; CH) ; 6,2H(; sl ;
NH2) ;420 (2H; m;ChH ;1,89 (2H; m; Ch) ; 1,36 (2H ; m ; Ch) ; 0,95 (3H ; m ; CHh).

13C : (100 MHz ; CDCY) & : 155,4 (Gv) ; 152,9 (Gv) ; 140,4 (CH) ; 129,0 (CH) ;
119,6 (Gv) ; 43,7 (CH) ; 32,0 (CH) ; 19,9 (CH) ; 13,5 (CH).

SM : (FAB [+], NBA) : m/z 192 ([M+H[) ; m/z 136 ([adénine+H]



Formation de 69
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Mode opératoire :

m (adénin&b) = n (adénin&b)= Quantité de DMF TR
5,009 37,04 mmol 150 mL 5h

Aprés évaporation sous pression réduite le résideno est agité dans 100 mL de NaOH (1
M) puis extrait par 4 fois 100 mL de DCM. Apres poeation du DCM, le résidu d'extraction
est chromatographié deux fois sur colonne de sditetluant avec du DCM et un gradient
croissant de MeOH. On obtient ainsi la 9-benzylat#69 (3,33 g ; 14,80 mmol ; Rdt = 40

%) qui se présente sous forme de poudre blanche.

Analyses :(Ranganathan, 1990)

F:215-217 °C. Litt : 235 °C

RMN : *H: (400 MHz ; CDC}) &, : 8,42 (1H ;s ;CH) ;7,78 (1H ;s ; CH) ; 7,428 (5H ;
m ; CH); 5,64 (2H ; sl ; Nb ; 5,39 (2H ; s ; Ch).

13C : (100 MHz ; CDCJ) &¢: 155,6 (G/) ; 153,5 (CH) ; 150,6 () ; 140,7 (CH) ;
135,7 (Gv) ; 129,3 (CH) ; 128,7 (CH) ; 128,0 (CH) ; 47,5 (§H

SMHR : (El) : CoHuNs :  [M]* Requis miz 225,10145
Expérimental m/z  225,1015
[M-H]* Requis m/z 224,09362

Expérimental m/z  224,0947



Formation de 70
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Mode opératoire : (Petrov, 2003)
m (adénineb) = n (adénin&b)= Quantité de DMF TR
5,009 37,04 mmol 150 mL 5h

Aprés évaporation sous pression réduite, le résilenu est lavé au pentane puis cristallisé
dans de I'ilPrOH. On obtient la 9-(3-phénylpropytiéaine70 (5,31 g ; 20,96 mmol ; Rdt =

57 %) qui se présente sous forme de cristaux hlancs

Analyses :

F:168-170 °C.

RMN : *H : (400 MHz; CDCl3) &, : 8,39 (1H ;s ; CH) ; 7,76 (1H ; s ; CH) ; 7,384 (5H ,
m,CH);5632H;sl;Nbp;4232H;t;J=72;CH),;269 (2H;t;J=7,2;CH,
2,28 (2H ; m; CH).

13C : (100 MHz ; CDCJ) &¢: 155,5 (G/) ; 153,1 (CH) ; 150,4 () ; 140,7 (CH) ;
140,4 (Gv) ; 128,8 (CH) ; 128,6 (CH) ; 126,6 (CH) ; 120,0(C, 43,6 (CH) ; 32,9 (CH) ;

31,4 (CH).

SM : (ESI [+]) : m/z254 (IM+H])



Formation des adduits de la famille |

L’ a-aminoazahétérocycl@ est dissout dans une solution contenant la solusiqueuse
commerciale de MA@ a 40 % (8 équivalents) et de I'eau ou de I'etha@eltte solution est

ensuite agitée sous argon a 50 °C.




Formation de 71a
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Mode opératoire :

m (9-méthyladéniné4) = n (9-méthyladéning4)= Quantité d’eau TR
450 mg 3,00 mmol 5mL 24 h

Aprés évaporation sous pression réduite, le mili@actionnel est soumis a deux
chromatographies sur cartouche de phase inverserCéluant avec de I'eau et un gradient
croissant de MeOH. Apres évaporation du solvantésdu est cristallisé dans de I''PrOH
puis lavé a I'éther diéthylique. On obtient le méla majoritaire d'énantiomergé&a (245 mg

; 0,8 mmol ; Rdt = 28 %) qui se présente sous fatmpoudre jaune clair.

Analyses :
F : 102-103 °C (décomposition).
RMN : *H : (400 MHz ; DO) & : 8,31 (1H ;s ; CH) ;8,00 (1H ;s ; CH) ; 3,BH(; s ; CH)
1,99 (3H;s;Ch; 154 (3H ;s ; Ch).
(400 MHz ; DO ; 50 °C)d4: 8,63 (1H ;s ; CH); 8,23 (1H ; s; CH) ; 5,0H(1s ;

CH);3,95(3H;s;ChH;222BH;s;Ch;1,82(3H;s;Ch.

13C : (100 MHz ; RO) 8¢ : 177,4 (COO); 149,4 () ; 148,3 (CH) ; 144,0 (CH) ;
118,8 (Gv) ; 82,1 (Gv) ; 68,9 (CH) ; 64,8 () ; 30,1 (CH) ; 26,7 (CH) ; 21,2 (CH).

SM: (ES [[]) : 292m/z([M+H]").

SMHR : (E|) : CoH15N50, [M ‘|'H]+ Requis m/z 294,12023
Expérimental m/z  294,1204



Formation de 72a

Mode opératoire :
m (9-éthtyladénin@5b) = | n (9-éthtyladénin@5)= Quantité d'eau TR
1,009 6,19 mmol 15 mL 10 h

Aprés évaporation sous pression réduite, le miligactionnel est soumis a une
chromatographie sur cartouche de phase inveggserCéluant avec de I'eau et un gradient
croissant de MeOH. Aprés évaporation sous pressiduite, le résidu obtenu est cristallisé
dans de l'iPrOH, on obtient ainsi le mélange mégine d'énantiomereg2a (680 mg ; 2,21

mmol ; Rdt = 33 %) qui se présente sous forme delgoblanche.

Analyses :

F:139-141 °C.

RMN : 'H : (400 MHz ; DO) &4 : 8,75 (1H ; s ; CH) ; 8,11 (1H ;s ; CH) ; 4,4H(; s ; CH)
4,14 (2H; m;CH) ;1,63 (3H;s;Ch ;156 (3H;s;Ch;1,35(BH;t;J=7,2;C}

13C : (100 MHz ; DO) 3¢ : 176,5 (COO); 146,3 (Q) ; 144,4 (CH) ; 142,6 (CH) ;
117,4 (Gv) ; 89,1 (Gv) ; 70,5 (CH) ; 63,2 (§) ; 36,7 (CH) ; 25,6 (CH) ; 22,0 (CH) ; 14,4
(CHs).



SMHR : (El) : Ci3H17NsOy4 : [M+H]* Requis m/z
Expérimental m/z
[M+Na] Requis m/z
Expérimental m/z
[M+K]* Requis m/z
Expérimental m/z
[M-H + 2Na] Requis m/z
Expérimental m/z
Analyse élémentaire :C;3H;7/Ns04 H,O
C H N
Valeurs théoriques (%) 48,00 5,89 21,53
Valeurs expérimentales (%) 47,61 5,54 21,28

308,13588
308,1359
330,11782
330,1185
346,09176
346,0926
352,09977
352,1018



Formation de 73a

NH, \”/\O
(T =]
—>
N N N

Mode opératoire :

m (9-isopropyladéning6) = n (9-isopropyladéning6) = Quantité d’eau TR

250 mg 1,41 mmol 3mL 18 h

Aprés évaporation sous pression réduite, le miligactionnel est soumis a une

chromatographie sur cartouche de phase inveggserCéluant avec de I'eau et un gradient
croissant de MeOH. Apres évaporation du solvantmidange de diastéréoisomeres est
cristallisé dans I'iPrOH. On obtient le mélange anitgire d'énantiomeres3a (121 mg ; 0,38

mmol ; Rdt = 25 %) qui se présente sous forme delgoblanche.

Analyses :
F : 144 °C (décomposition)
RMN : *H : (400 MHz ; DO) &4: 8,77 (1H ;s ; CH) ;8,28 (1H ;s ; CH) ; 4,878 (1H ;: m ;

CH);4,44(1H;s;CH);161(6H;s;g@H 158 (6H;s;ChH;107(6H;d;J=84;2
CHa).

3C : (100 MHz ; DO) &¢: 176,5 (COO) ; 146,3 (@) ; 145,1 (G/) ; 142,8 (CH) ;
142,3 (CH) ; 117,7 (§) ; 91,8 (Gv) ; 89,0 (Gv) ; 70,5 (CH) ; 63,2 (§) ; 48,5 (CH) ; 25,6

(CHs) ; 22,1 (CH) ; 21,4 (CH).

SM : (DCI NHjz, isobutane) m/z322 ([M+HJ").



SMHR : (ESI): Ci4H19N5Oy : [M+Na]" Requis m/z
Expérimental m/z
[M—H+2Na] Requis m/z
Expérimental m/z
Analyse élémentaire :C14H1gNsO4, Na, 0,5 GH;OH
C H N
Valeurs théoriques (%) 49,86 5,94 18,76
Valeurs expérimentales (%) 49,56 6,06 18,89

344,13347
344,1333
366,11542
366,1154



Formation de 74a
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Mode opératoire :

m (9-allyladéninéb6) = n (9-allyladénin&6) = Quantité d’eau TR

500 mg 2,86 mmol 5mL 14 h

Aprés évaporation sous pression réduite, le miligactionnel est soumis a une
chromatographie sur cartouche de phase inveggserCéluant avec de I'eau et un gradient
croissant de méthanol. Apres évaporation sousipressduite, le résidu obtenu est cristallisé
dans de I'iPrOH, on obtient ainsi le mélange méjiné d'énantiomeresda (390 mg ; 1,22
mmol ; Rdt = 43 %) qui se présente sous forme deligoblanche.

Analyses :
F : 130-131 °C (décomposition).

RMN : *H : (400 MHz ; DO) &, : 8,76 (1H ;s ; CH) ; 8,17 (1H ; s ; CH) ; 5,9H(; ddt ; J
=170;3=104,;4=52;CH);519(1H;d;J=104;9H 481 (1H;d;J=17,0;
CHy) ;469 (2H;d;J=52;GCGH;442(1H;s;CH); 159 BH;s; 4 1,57 (3H;s;
CHg).

13C : (100 MHz ; DO) 3¢ : 176,5 (COO); 146,5 () ; 144,8 (CH) ; 142,9 (CH) ;
131,2 (CH) ; 118,4 (Ch ; 117,5 (G/) ; 89,1 (Gv) ; 70,5 (CH) ; 63,2 (§) ; 46,2 (CH) ; 25,6

(CHg) ; 22,1 (CH).

SM : (FAB [+], glycérol) : m/z320 ([M+H]")



Formation de 75a

Pz
N N N
N\ & \
Mode opératoire :
m ((Z + E) 9-(prop-1- n ((Z + E) 9-(prop-1-
\(( ,) . (Prop \(( ) .(p P Quantité d'eau TR
enyl)adening?) = ényl)adéning?) =
100 mg 0,60 mmol 1mL 24 h

Aprés évaporation sous pression réduite, le miligactionnel est soumis a une
chromatographie sur cartouche de phase inveggserCéluant avec de I'eau et un gradient
croissant de méthanol. Aprés évaporation du salManimélange d'isoméres est cristallisé
dans IiPrOH puis lavé avec de l'éther diéthylig@n obtient le mélange majoritaire
d'énantiomeéres (Z + EA5a (27 mg ; 0,1 mmol ; Rdt = 15 %) qui se présentesfotme de

poudre blanche.

Analyses :

RMN : *H : (400 MHz ; DO) 8y : 8,26 (1H ;s ; CH) ; 8,12 (1H ; s ; CH) ; 6,T275H (E); d
;J=14,0; CH); 6,62 (0,25H (2) ;d ; J = 8,8H) ; 6,19-6,11 (0,75H (E) ; m ; CH) ; 6,01-
5,93 (0,25H (Z) ;m; CH) ;4,88 (1H;s; CH)02,(3H;s;CH); 1,79 (2,25H (E) ;d ; J =
56;CH); 1,54 (3H;s;Ch); 1,06 (0,75H (Z) ;d ;J=6,0; GH

(400 MHz ; BO ; 50 °C)d4 : 8,62 (1H ;s ; CH) ; 8,42 (1H ; s ; CH) ; 7,1R75H (E);
d;J=14,4;CH); 6,93 (0,25H (2) ;d;J=7@®H) ; 6,64-6,56 (0,75H (E) ; m ; CH) ; 6,35-
6,28 (0,25H (Z) ; m; CH) ;5,16 (1H;s; CH) 32,(8H ;s ;CH); 2,10 (2,25H (E) ;d ;J =
6,0;CH);187(3H;s;Ch;1,75(0,75H (2) ;d ;3 =6,4; GH

SM : (ES [+]) : 320m/z([M+H] ).



Formation de 76a

\\\\COO
NH,
N ////
T ) —— (] f
N
76a
Mode opératoire :
m (9-propargyladéning?) = n (9-propargyladéning?) = Quantité d’eau TR
1,00 g 5,78 mmol 20 mL 24 1

Apres évaporation sous pression réduite, le milréactionnel est soumis a deux
chromatographies sur cartouche de phase inverserCéluant avec de I'eau et un gradient
croissant de méthanol. Apres évaporation du soManimélange de diastéréoisoméres est
cristallisé dans I'ilPrOH puis lavé avec de I'éttiéthyliqgue. On obtient le mélange majoritaire
d'énantiomereg6a (495 mg ; 1,56 mmol ; Rdt = 27 %) qui se présaoigs forme de poudre
jaune clair.

Analyses :
F: 147 °C (décomposition).

RMN : 'H : (400 MHz ; BO) 34: 8,76 (1H ; s ; CH) ; 8,23 (1H ; s ; CH) ; 4,98(2s ; CH)
;4,40 (1H;s;CH); 2,82 (1H;s;CH); 1,6H(3s; CH); 1,55 (3H ; s ; Ch).

13C : (100 MHz ; DO) dc: 176,2 (COO) ; 146,1 (@) ; 145,1 (G/) ; 144,0 (CH) ;
143,0 (CH) ; 143,0 (§) ; 117,5 (/) ; 98,3 (Gv) ; 75,6 (CH) ; 70,4 (CH) ; 63,3 ( ; 33,7

(CHp) ; 25,5 (CH) ; 22,0 (CH).

SM : (FAB [+], glycérol) : 318m/z([M+H] ™).



SMHR : (ESI): Ci4H1eNs04 : [M+H]* Requis m/z  318,12023
Expérimental m/z  318,1195
[M+Na]" Requis m/z  340,10217
Expérimental m/z  340,1037
[M+K]* Requis m/z 356,07611
Expérimental m/z  356,0752
Analyse élémentaire :C14H14Ns04, Na, 0,5 GH;OH
C H N
Valeurs théoriques (%) 50,41 4,91 18,96
Valeurs expérimentales (%) 50,69 4,82 19,06




Formation de 63a

\\\coo
NH,
>>' .
N SN f\
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28 63a

HO HO

Mode opératoire :

m (9-(3-hydroxypropyl)- n (9-(3-hydroxypropyl)-adéning o
_ Quantité d’eau TR
adénineb8) = 58) =
250 mg 1,29 mmol 2mL 48 I

Aprés évaporation sous pression réduite, le miligactionnel est soumis a une
chromatographie sur cartouche de phase invegsenGluant avec de I'eau et un gradient
croissant de MeOH. Aprés évaporation sous pressidnite, les fractions présentant le
produit sont chromatographiées sur colonne deeséit éluant avec du DCM et un gradient
croissant de MeOH. On obtient le mélange majogtai€nantiomereé3a (283 mg ; 0,84

mmol ; Rdt = 65 %) qui se présente sous forme delgoblanche.

Analyses :
F : 103-105 °C (décomposition).

RMN : *H: (400 MHz ; BO)dy: 8,58 (1H ; s ; CH) ;8,14 (1H ; s ; CH) ; 4,7H(1s ;CH) ;
4,34 (2H ; m; CH) ; 3,57 (2H ; m ; CH) ; 2,09-2,00 (5H ; m ; Ck+ CHg) ; 1,72 (3H ; s ;
CHa).

(400 MHz ; DO) ; 45 °C)d4: 8,33 (1H;s; CH); 8,13 (1H ; s; CH) ; 49%(1s;
CH);436 (2H ;t;J=7,2;CH;357(2H; m;ChH) ;2,10 (2H ; m; Ch) ; 1,91 (3H ; s ;
CHs) ;1,74 (3H ; s ; Ch).



13C : (100 MHz ; DO) 3¢ : 175,9 (COO) ; 152,0 (@ ; 147,9 (CH) ; 141,8 (CH) ;
118,8 (Gv) ; 97,4 (Gv) ; 79,0 (CH) : 63,8 (§) ; 58,0 (CH) ; 40,8 (CH) ; 32,1 (CH) ; 25,7
(CHs) ; 20,9 (CH).

SMHR : (El) : Ci4H1oN50s : [M + H]* Requis m/z  338,14644
Expérimental m/z  338,1472

[M+NaJ]  Requis m/z  360,12839
Expérimental m/z  360,1306

Analyse élémentaire :C14H18NsOs, Na, 0,5 HO, 0,5 CHOH
C H N

Valeurs théoriques (%) 45,31 5,51 18,22

Valeurs expérimentales (%) 45,38 5,48 18,08




Formation de 77a

NH, o
D
68 fia
Mode opératoire :
m (9-butyladéniné8) = n (9-butyladénin@g) = Quantité d’eau TR
250¢g 13,07 mmol 5mL 48 I

Apres évaporation sous pression réduite, le milréactionnel est soumis a deux
chromatographies sur cartouche de phase inverserCéluant avec de I'eau et un gradient
croissant de MeOH. On obtient le mélange majodtaiénantiomereg7a (432 mg ; 1,29

mmol ; Rdt = 10 %) qui se présente sous forme delgoblanche.

Analyses :

F:140-142 °C.

RMN : *H : (400 MHz ; DO) &4 : 8,84 (1H ;s ; CH) ;8,21 (1H ;s ; CH) ; 4,33(; s ; CH)
;425R2H;t;J=6,8;C);1,82(2H; m;CH ;1,74(3H;s;Ch ;1,67 (3H;s;Ch;
1,26 (2H ;sext;J=7,2;CGH; 0,87 (3H;t;J=7,2; Chl

13C: (100 MHz ; RO) & : 176,5 (COO) ; 146,5 (@) ; 145,4 (G/) ; 144,8 (CH) ;
142,6 (CH) ; 117,4 (§) ; 89,1 (G/) ; 70,5 (CH) ; 63,2 (§) ; 44,2 (CH) ; 31,2 (CH) ; 25,5
(CHs) ; 22,0 (CH) ; 19,0 (CH) ; 12,6 (CH).

SM : (FAB [+], NBA) : m/z 336 ([M+H]).

SMHR : (E|) : CisH2oN50; : [M‘FH]Jr REQUiS m/z 336,16718
Expérimental m/z  336,1683



Analyse élémentaire :C;5H21Ns04, HO

C

Valeurs théoriques (%)

50,98

6,56

19,82

Valeurs expérimentales (%)

51,11

6,35

19,76




Formation de 78a

N N
69 l 78a
Mode opératoire :
m (9-benzyladéning9) = n (9-benzyladénin@9) = Quantité d’eau TR
600 mg 2,67 mmol 5mL 7 jours

Apres évaporation sous pression réduite, le milréactionnel est soumis a deux
chromatographies sur cartouche de phase inverserCéluant avec de I'eau et un gradient
croissant de MeOH. Aprés évaporation sous pressidnite, les fractions présentant le
produit sont chromatographiées sur colonne deeséit éluant avec du DCM et un gradient
croissant de MeOH. Les fractions contenant le ptadlintérét sont ensuite soumises a une
recristallisation dans I'ilPrOH. On obtient le mé&ammajoritaire d'énantiomergga (140 mg

; 0,35 mmol ; Rdt = 14 %) qui se présente sous éadmpoudre brune.

Analyses :

F:170-171 °C (décomposition).

RMN : *H: (400 MHz ; BO) & : 8,24 (1H ;s ; CH) ;8,10 (1H ; s ; CH) ; 7,307 (5H ; m
;CH);536(2H;s;CH ;4,89 (1H;s;CH);2,03(3H;s;GH 153 (3H;s;Ch.

13C : (100 MHz ; DO) 3¢ : 177,5 (COO) ; 151,3 (@ ; 147,8 (G/) ; 142,5 (CH) ;
135,7 (Gv) ; 135,5 (CH) ; 128,9 (CH) ; 128,2 (CH) ; 127,2HC, 119,1 (G/) ; 98,1 (Gv) ;

81,1 (CH) ; 64,8 () ; 47,5 (CH) ; 20,2 (CH) ; 12,3 (CH).

SM : (ES [+]) : m/z 370 ([M+HT]).



Formation de 79a

NH, 0
0
N X )}\/ N
N
{ 3@ - (]
N N N
70
79a
Mode opératoire :

m (9-(3-phénylpropyl)- n (9-(3-phénylpropyl)-

( (,p. ylpropyl) ( (,p_ ylpropyl) Quantité d'eau R
adéninerQ) = adéninerZQ) =

2,00 g 8,36 mmol 10 mL 48 h

Aprés évaporation sous pression réduite, le mili@actionnel est soumis a deux
chromatographies sur cartouche de phase inverserCéluant avec de I'eau et un gradient
croissant de MeOH. On obtient le mélange majogtainantiomereg9a (808 mg ; 2,11

mmol ; Rdt = 25 %) qui se présente sous forme del@oblanche.

Analyses :
F : 149 °C (décomposition).

RMN : *H : (400 MHz ;: DO) &, : 8,11 (1H ;s ; CH); 7,76 (1H ; s ; CH) ; 6,6H(; m ; CH)
;480(1H;s;CH);402(2H;t;J=6,6;9H243(2H ;t;J=6,6;CH; 2,04 (2H; m;
CHy) ;2,00 BH;s;Ch ;1,46 (3H ;s ; CH.

13C: (100 MHz ; DO) &¢: 177,0 (COO) ; 151,1 (@) ; 149,6 (CH) ; 147,2 (§) :
142,0 (CH) ; 139,8 (§) ; 127,4 (CH) ;127,3 (CH) ; 125,2 (CH) ; 118,6\(C; 80,1 (CH)
64,4 (Gv) ; 43,5 (CH) ; 31,8 (CH) ; 28,7 (CH) ; 26,3 (CH) ; 20,2 (CH).



SM : (FAB [+], NBA) : m/z 398 ([M+H]).

Analyse élémentaire :CyoH23Ns04

C

Valeurs théoriques (%)

60,44

5,83

17,62

Valeurs expérimentales (%)

60,32

5,94

17,54




Formation de 81

NH, \\\ NH,
N N a
<]$ - </f; +<\ i
H

Majoritaire Minoritaire
Mode opératoire : (Lambertucci, 2007)
m (adéninebb) = n (adénin&b) = Quantité de DMF TR
10,00 g 74,08 mmol 500 mL 18 h

Aprés évaporation sous pression réduite le résidenol est agité dans 100 mL d'hydroxyde
de sodium (1 M) pendant 3h. On obtient un précigitéest ensuite filtré. Le solide résultant
de la filtration est lavé au pentane. Le solideessuite soumis a une chromatographie sur
colonne de silice en éluant avec du DCM et un gradiroissant de MeOH. On obtient ainsi
la 7-propyladénin@l (1,31 g ; 7,41 mmol ; Rdt = 10 %) qui se préseoigs forme de poudre
blanche.

Analyses :

F:>270 °C. Litt: > 250 °C

RMN : 'H : (400 MHz ; CDCJ) &4 : 8,03 (1H ;s ; CH) ; 8,00 (1H ; s ; CH) ; 4,3H(; m ;
CHp);2,04(2H; m;CH ;1,00 BH;t;J=7,2; CHl

SM : (ESI [+]) : m/z178 ([M+H]").

UV : Amax= 273 nm.



Formation de 82

—
NH2 NH2 ( NH2
N N\ 1) NaH N X N Y
I
<H | N) Z)Br\/\ N | N) <\N | N)
55 L L 56 82

Majoritaire Minoritaire
Mode opératoire : (Montgomery, 1965 ; Thibon, 1997)
m (adéninéb) = n (adénin&b) = Quantité de DMF TR
5,009 37,04 mmol 150 mL 5h

Aprés évaporation sous pression réduite, le résidenu est agité dans 100 mL de NaOH (1
M) puis extrait par 4 fois 100 mL de DCM. Apres pueation du DCM, le résidu d'extraction
est chromatographié deux fois sur colonne de siliceobtient ainsi la 7-allyladénil@? (633

mg ; 3,61 mmol ; Rdt = 10 %) qui se présente sousd de poudre blanche.

Analyses :

F:184-186 °C.

RMN : *H : (400 MHz ; DO) &, : 8,13 (1H ;s ; CH) ; 7,80 (1H ; s ; CH) ; 5,985 (1H ; m
;CH);519(1H;d;J=10,4;CGH, 504 (1H;d;J=17,2; GH; 4,81 (2H ; dd ;J=3,6;
5 =12;CH).

(400 MHz ; CRCl3) 04 : 8,07 (1H ;s ; CH) ;8,03 (1H;s; CH); 6,18 (1H ; m;
CH) ;5,42-5,33 (2H ; m; CPl; 5,03 (2H ;d ; J =3,6 ; GiH; 2,77 (2H ; sl ; NH)).

13C : (100 MHz ; BO) 8¢ : 154,6 (Gv) ; 152,7 (CH) ; 149,1 () ; 144,7 (CH) ; 130,6
(CH) ; 119,5 (G/) ; 119,0 (CH) ; 52,1 (CH).

(100 MHz ; CRCls) 8¢ 154,6 (CH) ; 150,9 () ; 142,1 (CH) ; 139,8 (G) ; 130,8
(CH) ; 121,4 (G/) ; 120,8 (CH) ; 52,3 (CH).

SM : (FAB [+], glycérol) : m/z176 ([M+HT).



Formation de 84
NH, NH,
N N N X
/ h — N
o S o, X
0 N Br, 0 N
84
QB_S > Q 84

OH OH

Mode opératoire : (Laayoun, 1992)

La 2’-désoxyadénosing3 (4,0 g ; 14,87 mmol) est dissoute dans une solufiacétate de
sodium tamponnée a pH = 5 (200 mL; 0,5 M). A ceiéution est ajoutée une solution
agueuse de brome préparée en mélangeant 2 mL dendiba 140 mL d’eau. Le milieu
réactionnel est agité a température ambiante pérd@ah. Puis I'exces de brome est éliminé
par ajout d'une solution agueuse saturée de tHaisulle sodium. Suite a la neutralisation par
ajout de NaOH (1 M), le produit précipite. Apreléréition, on obtient le compo$3 (3,65 g ;

11,09 mmol ; 75 %) qui se présente sous forme ddnedorun clair.

Analyses :
F: 202 °C. Litt : 202 °C

RMN : *H : (400 MHz ; DMSOg) & : 8,18 (1H ;s ; CH) ;: 7,38 (2H : sl ; NH 6,28 (1H ; t ;
J=7,0;CH);525(1H;s; OH); 520 (1H ;®H) ;4,48 (1H; m; CH) ; 3,89 (1H ; m;
CH) ;3,66 (1H; m; CH); 3,50 (1H; m; CH); 3,&H ; m; CH); 2,23 (1H ; m ; CH).

(400 MHz ; CROD) &4 : 8,13 (1H;s;CH); 6,49 (1H ;dd;38.8;3=6,4; CH);
464(1H; m;CH);410(1H;dd{348;3=28;CH);388 (1H;dd 1 ¥ 124 ;3=
28;CH);3,75(1H;dd 3¥4,8;3=2,8;CH); 3,16-3,09 (1H ; m; CH) ; 2,33-2@H ;
m ; CH).

13C : (100 MHz ; DMSOg) ¢ : 155,0 (G/) ; 152,5 (CH) ; 150,0 (G) ; 126,6 (G) :
119,6 (Gv) ; 88,3 (CH) ; 86,3 (CH) ; 71,1 (CH) ; 62,1 (§H 37,0 (CH).

(100 MHz ; CROD) 3¢ : 155,4 (G,) ; 152,1 (CH) ; 149,8 () ; 126,9 (G/) ; 120,3
(Cwv) ; 89,2 (CH) ; 88,1 (CH) ; 72,3 (CH) ; 62,9 (§H 38,6 (CH).

SM : (FAB [+], glycérol) : m/z330 ([M+H]")



Formation de 86

NH, NH;
/N B 4 \
(A J v
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38 85 86

Mode opératoire :

A une solution de Propyladénine38 (5,00 g ; 28,24 mmol) dans du MeOH (220 mL) est
ajoutée la 2,6-lutiding5 (9,07 g ; 84,72 mmol) et un exces de dibrome. LEmréactionnel
est laissé sous agitation pendant 24 h. Puis lemlib en exceés est éliminé par addition d'une
solution saturée de thiosulfate de sodium jusgétoldration du milieu réactionnel, puis le
pH est ramené a 6 par ajout d’une solution satueg®laHCQ. Le milieu réactionnel est
ensuite soumis a une extraction par 4 fois 100 mID&M. Aprés évaporation du DCM, le
résidu d'extraction est recristallisé dans du MeO#isdlide résultant de la recristallisation est
dissout a froid dans le minimum de DCM puis cetteitsmn est ajoutée goutte a goutte dans
de I'eau. Le précipité qui se forme est filtré. Qotient ainsi le produiB6 (4,74 g ; 18,51
mmol ; Rdt = 66 %).

Analyses :(Zhang, 2006)

F:196-198 °C.

RMN : *H : (400 MHz ; CQOD) &, :8,19 (1H ;s ; CH) ;4,22 (2H ;t;J=7,2; §H1,89
(2H ;sext;J=7,2;CH;098 (3BH;t;J=7,2;CH

13C : (100 MHz ; DMSOY¢ : 155,2 (G) ; 155,1 (Gv) ; 153,2 (CH) ; 151,2 (Q) ;
126,7 (Gv) ; 45,6 (CH) ; 22,6 (CH) ; 11,3 (CH).

SM : (ES [+]) : m/z256 (°Br) et 258 §'Br) ([M+H] ™).



Formation de 87
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Mode opératoire : (Laayoun, 1992)
La 8-bromo-2’-désoxyadénosigdd (1,0 g ; 3,03 mmol) est dissoute dans du DMF (209 m

puis une solution aqueuse d’hydrogénosulfure déusoa 40 % (20 mL) est ajoutée. Le
milieu réactionnel est agité a température ambipatelant 4 h sous argon. Aprés évaporation
du DMF le résidu huileux est lavé au cyclohexanes mféiché. Aprées dissolution dans le
minimum d'eau (80 mL), la solution obtenue est reigée par addition d’acide
chlorhydrique (1 M) ce qui entraine la précipitatidu produit. Apres filtration, on obtient le

composé87 (716 mg ; 2,53 mmol ; 84 %) qui se présente soumad de poudre beige.

Analyses :

F:141-142 °C.

RMN :
'H : (400 MHz ; DMSOg) 8 : 12,55 (1H ; s ; SH) ; 8,18 (1H ; s ; CH) ; 6,95 (2sl ;

NH,) ;6,28 (1H ;t;J=6,4; CH) ;5,35 (1H ; sl ; OH§,23 (1H ; sl ; OH) ; 4,46 (1H ; m ;

CH);3,68(1H; m; CH); 3,53 (1H; m; CH); 2,95 (1kh; CH); 2,07 (1H ; m; CH).

13C : (100 MHz ; DMSOg) ¢ : 155,0 (G/) ; 152,5 (CH) ; 150,0 (G) ; 126,6 (G) ;
119,6 (Gv) ; 88,3 (CH) ; 86,3 (CH) ; 71,1 (CH) ; 62,1 (§H 37,0 (CH).

SM : (FAB [+], glycérol) : m/z284 ([M+H]")



Formation de 88

NH,

/ N 1) K,CO4 /
HO SH_< N/ 2) |2—\ o< S_< f\)

A une solution de 8-mercaptodésoxyadénoSn€400 mg ; 1,41 mmol) dans du DMF (15

OH

Mode opératoire :

mL) est ajouté du carbonate de potassium (975 m@7; mmol). Aprés une heure d’agitation,
de l'iodoéthane (0,12 mL ; 1,48 mmol) est ajout® dois, a une heure d'intervalle. Le milieu
réactionnel est ensuite agité a température anebemndant 13 h. Apres évaporation sous
pression réduite, le résidu obtenu est mis en ssgpe dans 50 mL d'un mélange
DCM/MeOH (9/1) puis est chromatographié sur colonnsiliee en éluant avec du DCM et
un gradient croissant de MeOH. On obtient ainsi léh§Hhiodésoxyadénosing8 (430 mg ;
1,38 mmol ; Rdt = 96 %) qui se présente sous falionee poudre jaune.

Analyses :

F:123-125 °C.

RMN : *H : (400 MHz ; CROD) & : 8,08 (1H ;s ; H2) ;6,37 (1H ; dd;36,0;3=3,2;
H1);4,62(1H;d;J=6,0;H3);411(1H;d=1,6;H4");3,89(1H;dd ;¥128;J
=2,4;H5);3,76 (1H ; dd ;3> 12,8 ;J=3,2; H5"); 3,30-3,28 (2H ; m ; CHi; 3,04-2,97
(AH; m; H2"); 2,28-2,22 (1H ; ddd ; ¥ 13,6 ;d=6,0;3=16;H2");142(3H;t;J=
7,2 ; CHy).

13C : (100 MHz ; CROD ) &¢ : 154,4 (G/) ; 150,6 (C2) ; 150:1 () ; 149,6 (G) ;
120,0 (G,) ; 88,9 (C4’) ; 86,2 (C1') ; 72,2 (C3) ; 62,8 (§5 36,7 (C2)) ; 26,5 (CH) ; 13,7
(CHg).



SMHR : (E|) : CioH17Ns503S

[M+H]"

[M+NaJ

[M+K]"

Requis
Expérimental
Requis
Expérimental
Requis

Expérimental

m/z
m/z
m/z
m/z
m/z

m/z

312,11304
312,1144
334,095498
334,0944
350,06892
350,0683



Formation de 89

NH, NH,
H

N S N A
N HCl37% N

s [ e o ]
N N N N

8_6& L@

Mode opératoire :

La 8-bromo-9-propyladéning€6 (500 mg ; 1,95 mmol) est dissoute dans 20 ml déaci
chlorhydrique (37% m/m) puis agitée a 100 °C penh@drh. Apres refroidissement, le milieu
réactionnel est amené a pH 7 par ajout d'une solwaurée de NaHGOApres évaporation
sous pression réduite, le résidu est chromatogeaphi colonne de phase inversg; €n
éluant avec de l'eau et un gradient croissant d®HIeOn obtient ainsi la 8-hydroxy-9-
propyladéningd9 (370 mg ; 1,93 mmol ; Rdt quantitatif).

Analyses :

F:142-144 °C.

RMN : *H : (400 MHz ; DMSOPy: 7,83 (1H ;s ; CH) ; 6,80 (2H ; sl ; NH: 3,68 (2H ; t ; J
=7,2;CH);1,72-1,63 (2H ;sext;J=7,2;H0,86 3H ;t;J=7,2; G}

(400 MHz ; CROD) d4: 7,96 (1H ;s ;CH) ;3,83 (2H;t;J=7,2; §H1,82-1,71
(2H ;sext;J=7,2;C;0943H;t;J=7,2;C}H

13C : (100 MHz ; DMSOPc: 158,1 (Gv) ; 148,8 (Gv) ; 148,6 (CH) ; 148,1 (G) ;
110,2 (Gv) ; 41,0 (CH) ; 22,1 (CH) ; 11,6 (CH).

(100 MHz ; CROD) &¢: 159,2 (Gv) ; 150,1 (Gv) ; 149,8 (CH) ; 149,6 (G) ; 111,4
(Cv) ;42,8 (CH) ; 23,3 (CH) ; 11,6 (CH).

SMHR : (EI) : CgH1aNsO :  [M]"  Requis m/z  193,09636
Expérimental m/z  193,0952



Formation de 90

NH, NH,
N X N X
: N — : N
HO N & HO N Z
N N
0 0

84 0

OH OH

Mode opératoire :

La 8-bromo-désoxyadénosirgd (600 mg ; 1,82 mmol) est dissoute dans 10 ml digbh
absolu, puis de I'éthanolate de sodium (1,49 g,92inmol) est ajouté. Le mélange est agité
a température ambiante pendant 6 h. Aprés évaporatus pression réduite, le milieu
réactionnel est dissous dans 50 mL d’eau puis ssoamine extraction par 3 fois 50 mL de
DCM. La phase DCM est chromatographiée sur cola®esilice en éluant avec du DCM et
un gradient croissant de MeOH. On obtient la 8-éffaésoxyadénosin@0 qui se présente
sous forme de poudre blanche (210 mg ; 0,72 miRdlt = 40 %).

Analyses :

F:157-160 °C.

RMN : 'H : (400 MHz ; CROD) & : 8,07 (1H ; s ; CH) ; 6,39-6,35 (1H ; dd ; J 4 6H1’)
; 4,63-4,58 (2H ; m ;CH ;4,05(QH ;d;J=15;H4);3,85(1H;dd;=2,0;3=25;
H5) ;3,73 (1H ;dd ;J=2,0;3=2,5;H5"); 3,01-2,97 (1H; m ; H2") ; 2,282 (1H ; m;
H2") ;1,52 (BH ;t;J =4,5; Ch.

(400 MHz ; BO) oy : 7,87 (1H;s; CH) ;6,20 (1H; m; H1") ; 448H ; m; H3") ;
4,48-4,35 (2H ; m; Ch) ; 3,97 (1H ; m ; H4’) ; 3,71-3,62 (2H ; m ; H5'R,80-2,73 (1H ; m;
H2)) ; 2,25-2,19 (1H ; m ; H2”) ; 1,39 (3H ; m ;).

13C : (100 MHz ; DO) & : 154,3 (G/) ; 152,6 (Gv) ; 150,1 (C2) ; 147,7 (¢) ; 114,4
(Cv) ; 86,9 (C4) ;82,8 (C1) ; 71,3 (C3') ; 65,6 (GH 61,9 (C5') ; 37,0 (C2") ; 13,5 (CH



SMHR : (ES') CioH17NsO; :

[M+H]"

[M+NaJ

[M+K]"

Requis
Expérimental
Requis
Expérimental
Requis

Expérimental

m/z
m/z
m/z
m/z
m/z

m/z

296,13588
296,1373
318,11782
318,1177
334,09176
334,0924



Formation de 91

NH, NH,

N B N X
/ N \ / N
Br_<Nf,\; Na s— S{N | N)
L 86 91

Mode opératoire :

La 8-bromo-9-propyladéning6 (500 mg ; 1,95 mmol) est dissoute dans 30 ml de-[Mis

du méthylthiolate de sodium (695 mg ; 9,77 mmol) &suté. Le mélange est agité a
température ambiante pendant 6 h. Aprés évaporsbios pression réduite du DMF, le milieu
réactionnel est dissout dans 40 mL de solutionréatde NgHPO,. Cette phase aqueuse est
soumise a une extraction par 3 fois 50 mL de DCidré& une chromatographie sur colonne
de silice en éluant avec du DCM et un gradientssamt de MeOH, on obtient la 8-
meéthylthio-9-propyladénin@l qui se présente sous forme de poudre blanchen@451,05
mmol ; Rdt = 54 %).

Analyses :

F:198-200 °C.

RMN : 'H : (400 MHz ; CDC}) &, : 8,26 (1H ;s ; CH) ;5,88 (2H ; sl ; NJH 4,10 (2H ; t; J
=72;CH);2773H;s;S-Cp;188(2H ;sext;J=72;GH 098 (3H;t;J=7,2;
CHy).

(400 MHz ; CROD)&64: 8,11 (1H;s;CH) ;4,09 (2H ;t;J=7,2;§H2,77 (3H ; s
;' S-CHs) ;1,83 (2H; m;CH ;0,94 3H ;t;J=7,2; G

13C : (100 MHz ; CD30DY¢: 155,5 (Gv) ; 152,9(Gv) ; 152,8 (G/) ; 152,7 (CH) ; 120,5
(Cw) ; 45,8 (S-CH) ; 23,7 (CH) ; 14,5 (CH) ; 11,4 (CH).

SMHR : (EI) : CgH1aNsS :  [M]* Requis m/z  223,08917
Expérimental m/z 223,0904
[M-CHa]* Requis m/z  208,06557

Expérimental m/z  208,0643



Formation de 92

NH, NH,

N B N A

_</ N \O—</ N

i} N | N) Ng o— N | N)
86 k 92 N\

Mode opératoire :

La 8-bromo-9-propyladéning6 (200 mg ; 0,78 mmol) est dissoute dans 12 ml deé-[pMdis

du méthanolate de sodium (421 mg ; 7,81 mmol) @gstitédd Le mélange est agité a
température ambiante, sous argon, pendant 36 lesApraporation sous pression réduite, le
résidu d’évaporation est dissout dans I'eau puiseggait par 3 fois 50 mL de DCM. La
phase organique, apres évaporation, est soumise ahwomatographie sur colonne de silice
en éluant avec du DCM et un gradient croissant @@®©Ml Une recristallisation dans le
MeOH permet d'obtenir la 8-méthoxy-9-propyladéresous forme de poudre blanche (80
mg ; 0,39 mmol; Rdt = 50 %).

Analyses :

F:172-174 °C.

RMN : H : (400 MHz ; CDCJ) 84 : 8,26 (1H ;s ; CH) ; 6,11 (2H ; sl ; NH; 4,20 (3H ; s ;

O-CHg) ;4,01 (2H ;t;J=7,2;CM; 1,88-1,79 2H; m; CH ;0,96 (BH ;t;J =7,2 ; G
(400 MHz ; CROD) &4 : 8,08 (1H;s;CH) ;4,18(3H;s;0-@H 3,98 (2H ;t;J =

70;CH);1,84-1,75(2H; m;CH ;091 (3H;t;J=7,0; CH

13C : (100 MHz ; CDCJ) &¢: 155,8 (Gv) ; 152,6 (G/) ; 150,8 (CH) ; 115,6 (G) ;
56,8 (O-CH) ; 42,9 (N-CH) ; 22,4 (CH) ; 11,0 (CH).

(100 MHz ; CROD) &:: 157,2 (Gv) ; 155,1 (G/) ; 152,0 (CH) ; 150,7 () ; 116,2
(Cw) ; 58,0 (O-CH) ; 44,1 (N-CH) ; 23,5 (CH) ; 11,4 (CH).

SMHR : (El) : CoH1aNsO :  [M]*  Requis m/z 207,11201
Expérimental m/z 207,1119



Formation des adduits de la famille | issus de dérés de I'adénine

modifiée en position 8 et/ou 9

L’ a-aminoazahétérocycle est dissout dans la solutjoeuwse commerciale de MG a 40 % (8
équivalents). Pour les dérivés de la 2-désoxyad@manodifiée en position 8, la solution
agueuse commerciale de MG est préalablement randgpldes par ajout d’acétate de sodium.
Le milieu réactionnel est agité sous argon a 50X@ fin de la réaction, aprés évaporation
sous pression réduite, le milieu réactionnel estrés a deux chromatographies sur cartouche
de phase inverse gCen éluant avec de l'eau et un gradient croissentVi@OH. Aprés
évaporation sous pression réduite, les fractiogdsgutant le produit sont chromatographiées

sur colonne de silice en éluant avec du DCM etradignt croissant de MeOH.

Mélange majoritair@

Adduits de la famille | issus de dérivés de la §pytadénine modifiée en position 8

©
€00

® OH
NH2 O N|
OH
Y )K/O N N %
~ = LT
G G
R2 /N N R2 /N N
Rl Rl

Mélange majoritair@
Adduits de la famille | issus de dérivés de la 8adadénosine modifiée en position 8 (R

H ou 2’-désoxyribose)



Formation de 94ab
NH,

NN

J
N

N
—a N
HO N /_< HS _</ |
|co>| O/ HO \ 7
o o}
OH 87 24ab

94ab
OH
Mode opératoire :
m 87) = n @7 = TR
400 mg 1,41 mmol 10 h

Le mélang®4ab (37 mg ; 0,09 mmol ; Rdt = 6 %) est obtenu souséde poudre blanche.

Analyses :

RMN : 'H : (400 MHz ; DO) &y : 8,08/8,06 (1H ;s ; CH) ; 6,84 (1H ; m ; H13,97/* (1H ;
s;CH);451 (1H; m; H3); 3,95 (1H ; m ; H4)3,76 (1H ; m ; H5); 3,65 (1H ; m ;
H5"); 2,75 (AH ; m ; H2) ; 2,18 (1H ; m ; H2”) 2,06 (3H ; sl ; CH) ; 1,61/1,57 (8H ; s ;
CHy).

*signal masqué par le signal de@®



Formation de 95a

95a
OH ol
Mode opératoire :
m 88) = n @8 = TR
350 mg 1,13 mmol 3 jours

Le mélange majoritaire d'énantiomégé&m (76 mg ; 0,17 mmol ; Rdt = 15 %) est obtenu sous

forme de poudre blanche.

Analyses :

RMN : *H: (400 MHz ; DO) 8y : 8,34 (1H ;s ; H2) ; 6,45 (1H ; t; J = 7,6 ;’H14,91 (1H

;S;CH) ;4,66 (1H; m;H3);4,24 (1H;d =31,6 ; H4") ; 3,83 (2H ; m ; H5) ; 3,24 (2H ;
m; CH); 2,97 (1H ; m; H2") ; 2,34 (1H ; m ; H2") ;98 (3H ; sl ; CH) ; 1,60 (3H ; s ;
CHg) ;1,34 (3H;t;J=7,2;CHl

3C : (100 MHz ; DO) & : 177,5 (COO) ; 150,2 (@) ; 148,82 (C2) ; 120,3 (@ ;
87,8 (C4) ; 87,4 (CH) ; 85,6 (C1) ; 71,7 (C3)%4,7 (Gv) ; 62,0 (C5') ; 37,8 (C2) ; 27,6
(CH,) ; 26,6 (CH) ; 20,5 (CH) ; 13,8 (CH).



Formation de 97a

o %f) s~ %f)

97a
OH 84
Mode opératoire :
m (84) = n @84) = TR
300 mg 0,91 mmol 10 h

Le mélange majoritaire d'énantiomég¥a (60 mg ; 0,17 mmol ; Rdt = 19 %) est obtenu sous

forme de poudre blanche.

Analyses :

F: 219 °C (décomposition).

RMN : *H : (400 MHz ;: DO) & : 8,54 (1H ;s ; CH) ; 4,50 (1H ;s ; CH) ; 1,8H(; s ; CH)
;1,63 (3H ; s ; Ch).

13C : (100 MHz ; BO) &¢: 177,8 (COO) ; 156,5 (@ ; 143,3 (G/) ; 140,4 (G)) ;
140,3 (CH) ; 119,4 (§) ; 74,4 (Gv) ; 72,2 (CH) ; 63,0 (§) ; 26,2 (CH) ; 22,6 (CH).

SMHR : (EI) : CiiH1aNsO4Br: [M + H]* Requis m/z  358,01509
Expérimental m/z  358,0160



Formation de 98a

NH,

o H/ J o

OH H

Mode opératoire :

m 87) = n @7= TR
400 mg 1,41 mmol 10 h

Le mélange majoritaire d'énantiomeg&a (20 mg ; 0,06 mmol ; Rdt = 5 %) est obtenu sous

forme de poudre blanche.

Analyses :

RMN : H : (400 MHz ; BO) &y : 8,60 (1H ; s; CH) ; 5,13 (1H ; s ; CH) ; 2,3H(; s ;
CH3) ;1,86 (3H ; s ; Ch).



NH,

~ f

o A
0]

Formation de 99a

_\ N
(]
N
88
OH

Mode opératoire :

m (88) = n @8 = TR

290 mg 0,93 mmol 11h

Le mélange majoritaire d'énantiomégfa (41 mg ; 0,13 mmol ; Rdt = 13 %) est obtenu sous

forme de poudre blanche.

Analyses :

F : <220 °C (décomposition).

RMN : 'H: (400 MHz ; BO) & : 8,40 (1H ; s ; CH) ; 3,19-3,14 (2H ; m ; @H 1,95 (3H ;
S;CH);1,62(3H;s;ChH;1,33@BH;t;J=7,2;CHl

13C : (100 MHz ; BO) 8¢ : 177,7 (G/) ; 153,8 (CH) ; 145,9 (2¢) ; 118,4 (G/) ; 76,8
(CH) ; 63,8 (G/) ; 48,8 (CH) ; 26,1 ; (CH) ; 21,4 (CH) ; 14,1 (CH).

Analyse élémentaire :C;3H16Ns04, Na, HO, CH;OH

C

H

Valeurs théoriques (%)

39,33

5,16

16,38

7,50

Valeurs expérimentales (%)

39,65

5,11

16,03

7,39




Formation de 101a

NH,
H X
N AN \”/\O N
O=< | ) O O=<
N N/ >
L 89

Mode opératoire :

m 89 = n @9 = TR
250 mg 1,30 mmol 8h

Le mélange majoritaire d'énantiomerdla (70 mg ; 0,21 mmol ; Rdt = 16 %) est obtenu

sous forme de poudre blanche apres une cristaiisdans I'iPrOH.

Analyses :

F:203-204 °C.

RMN : *H: (400 MHz ; DO) 34 : 8,23 (1H ;s ;CH) ;4,94 (1H ;s ; CH); 3,@H(; t; J =
6,8;CH);2,10BH;s;ChH;1,702H;m;CH ;156 (3H;s;Ch ;087 (3H;t;J=

6,8 ; CH).

13C : (100 MHz ; BO) &c: 177,8 (COO) ; 149,2 (@) ; 146,5 (CH) ; 121,6 () ;
80,4 (CH) ; 65,0 (§) ; 41,7 (CH) ; 26,8 (CH) ; 21,2 (CH) ; 20,4 (CH) ; 10,1 (CH).

SM : (ESI [+]) : m/z 338 ((M+H]) ; m/z 360 ([M+Nal)



Formation de 102a

\\\coo

NH,
N\ ”’/
{ )
9_1 102a
Mode opératoire :
m Q1) = n@y = TR
210 mg 0,94 mmol 2 jourg

Le mélange majoritaire d'énantiomefda (41 mg ; 0,11 mmol ; Rdt = 12 %) est obtenu

sous forme de poudre blanche apres une cristaiisdans I'iPrOH.

Analyses :
F : 87-89 °C (décomposition).

RMN : H : (400 MHz ; BO) &, : 8,68 (1H ;s ; CH) ; 4,60 (1H ; s; CH) ; 4,8H(; m ;
CH) ;2,73 (3H ;s ; S-Ck; 1,94-1,50 (8H ; m ; 2CH+ CH,) ; 0,84 (3H ; m ; Ch).

13C : (100 MHz ; DO) & : : 177,3 (COO) ; 156,6 (@ ; 150,1 (G/) ; 149,4 (G) ;
149,3 (C2) ; 118,7 (G) ; 89,1 (Gv) ; 78,8 (CH) ; 63,8 (&) ; 45,4 (CH) ; 26,1 (CH) ; 22,1
(CH,) ; 11,1 (CH) ; 14,1 (CH) ; 10,1 (CH).

SMHR : (E|) . CisH2oN50,4S [M'FH]Jr REQUiS m/z 368,13925
Expérimental m/z  368,1390

Analyse élémentaire C;5H,0Ns04S, Na, 1/3 (CHOH)
C H N S

Valeurs théoriques (%) 45,81 5,56 17,05 7,81

Valeurs expérimentales (%) 46,07 5,75 17,18 7,64




Formation de 103a

NH, N N

| OH

\ /N \N \[.J/\O \ /N N "/,//
o~ ] J—=— o< 1 J

N N N N
32 103a
Mode opératoire :
m 92 = n@2 = TR
190 mg 0,91 mmol 20 h

Le mélange majoritaire d'énantiomeded3a (114 mg ; 0,33 mmol ; Rdt = 36 %) est obtenu

sous forme de poudre blanche.

Analyses :
F : 91-93 °C (décomposition).

RMN :

. (400 MHz ; DO) d4 : 8,59 (1H ; s ; CH) ; 4,70 (1H ; s ; CH) ; 4,13H(; s ;
OCHg) ;3,96 (2H ; m;Ch) ;1,89 (BH ;sl;Ch) ;1,75 (2H; m; Ch); 1,66 (3H ;s ; Ch) ;
0,84 (3H;t;J=7,2; CHl

13C : (100 MHz ; BO) &c: 177,4 (COO) ; 157,0 (@ ; 147,3 (CH) ; 143,8 () ;
114,6 (Gv) ;90,0 (Gv) ; 72,9 (CH) ; 63,7 (&) ;: 57,5 (CH) ; 43,1 (CH) ; 26,1 (CH) ; 21,6
(CH,) ; 21,3 (CH) ; 10,0 (CH).

SMHR : (E|) : Ci5H21N505 : [M + H]Jr REQUiS m/z 352,19609
Expérimental m/z 352,1621
[M+Na]  Requis m/z  374,14404

Expérimental m/z  374,1438



Formation de 106

A 105 N A ~
N O/> </ f\)'\l\ o
= 106
N N cl

N
104

Mode opératoire :

A une solution de 2,6-dichloro-puriri®4 (900 mg ; 4,76 mmol) dans du DMF (7 mL) est
ajoutée de la triethylamine (1,32 mL ; 9,52 mmadl)de laparaméthoxybenzylamind05
(683 pL ; 5,24 mmol). Le mélange obtenu est agi8) &C sous argon pendant 4h. Apres
évaporation sous pression réduite, le résidu obéstprecipité au DCM puis le solide est
lavé a I'eau froide. On obtient ainsi le compogératul06 (1,23 g ; 4,25 mmol ; Rdt = 90 %)
qui se présente sous forme d’une poudre jaune clair

Le composéd.06 est disponible commercialement.

Formation de 108

Voie |
NH,
HN 1) TFA N
2) KoCOy / Xy
/N S O/ 3)Br < | )\
I, I
N N S 108

Mode opératoire :

La 2-chloro-6-paraméthoxybenzylamino)puringd6 (1,23 g ; 4,25 mmol) est agitée dans de
I'acide trifluoroacétique (10 mL) a 70 °C sous argmendant 15 min. Apres évaporation sous
pression réduite, le résidu obtenu est dissout dan®CM (20 mL) puis est extrait par une

solution saturée de NaHGQQ3 fois 20 mL). La phase organique est soumisena u



évaporation sous pression réduite. Le résidu dénajon est mis en solution dans du DMF
(50 mL) et du KCO; (646 mg ; 4,68 mmol) est ajouté. Le mélange obtesiuagité a
température ambiante pendant 2 h. Du bromoproptte|(L ; 4,68 mmol) est ensuite ajouté.
Le mélange obtenu est agité a température ambyamdant 24 h. Aprés évaporation sous
pression réduite, le résidu obtenu est chromatdggagur colonne de silice. On obtient ainsi
le composé attendl08 (539 mg ; 2,55 mmol ; Rdt = 60 %) qui se présaoies forme d'un

solide blanc.

Voie Il :

3) TFA

HN N
1) K,CO; _ Ny
N
< | )\ 106 _\—
N
N N cl

108

Mode opératoire :

A une solution de 2-chloro-géra-méthoxybenzylamino)-purin&06 (612 g ; 4,53 mmol)
dans du DMF (10 mL) est ajouté du®O; (1,47 g ; 10,64 mmol). Le mélange obtenu est
agité a température ambiante pendant 1 h. Du broopape (502 puL ; 5,54 mmol) est ensuite
ajouté. Le mélange obtenu est agité a températmbiaate pendant 2 jours. Aprés
évaporation sous pression réduite, le résidu obéshehromatographié sur colonne de silice.
Les fractions contenant le composé intermédiaitendti sont agitées dans de l'acide
trifluoroacétique (10 mL) a 70 °C sous argon pemndHm min. Aprés évaporation sous
pression réduite le résidu obtenu est dissout danBCM (20 mL) puis est extrait par une
solution saturée de NaHGQQ3 fois 20 mL). La phase organique est soumisena u
évaporation sous pression réduite puis est chragregthiée sur colonne de silice. On obtient
ainsi le composé attendi®8 (489 mg ; 2,31 mmol ; Rdt = 51 %) qui se présaoigs forme

d’'une poudre blanche.

Analyses :(Maruyama, 2000)

F:176-179 °C (décomposition). Litt : 168-172 °C



RMN : 'H : (400 MHz ; CDCJ) & : 7,82 (1H ;s ; CH) ; 6,08 (2H ;s ; NH 4,15 (2H ; t; J
=72;CH);193(2H;sext;J=7,2;GH 0,97 (3H;t;J=7,2; G}

13C : (100 MHz ; CDQ)) &¢ : 156,2 (G) ; 154,4 (G/) ; 151,2 (G) ; 140,8 (CH) ;
117,8 (Gv) ; 46,0 (CH) ; 23,5 (CH) ; 11,3(CH).

SM: (ESI [+]) : m/z 212 ([M+H]) ; m/z 234 ([M+Nal])



Formation de 110

NH, NH,
N A N X
</ jf\N CH;ONa </ f\N
—>
Z
N N)\CI N N)\O/
108 110

Mode opératoire :

La 2-chloro-9-propyladéning08 (200 mg ; 0,94 mmol) est dissoute dans du MeOH/dneh
(18 mL) puis du méthanolate de sodium (408 mg 5 9nol) est ajouté. Le mélange est
agité a reflux, sous argon, pendant 3 jours. Ap@gralisation par ajout d’'HCI (1 M), le
milieu réactionnel est soumis a une évaporatios poession réduite. Le résidu d’évaporation
est dissout dans I'eau (20 mL) puis est extraitdpéwis 50 mL de DCM. Apres évaporation
de la phase organique, on obtient la 2-méthoxye@yadéninell0 sous forme de poudre
blanche (156 mg ; 0,75 mmol; Rdt = 81 %).

Analyses :

F:203-205 °C.

RMN : 'H : (400 MHz ; CDCY) &, : 7,63 (1H ;s ; CH) ;5,77 (2H ; sl ; NH 4,07 (2H ; t; J
=7,2;CH);39 (3H;s;0-Ch;190(2H;m;ChH ;0,95 (3H;t;J=7,2; C}

13C : (100 MHz ; CDCJ) &¢ : 162,6 (G/) ; 156,4 (G/) ; 152,2 (Gv) ; 139,4 (CH) ;
116,0 (Gv) ; 54,8 (CH) ; 45,5 (CH) ; 23,4 (CH) ; 11,4 (CH).

SM: (ESI [+]) : m/z 208 ([M+H]) ; m/z 230 ([M+Nal)



Formation de 111a

0
NH,
N N O/ N
I ~ ]
=
N N cl N
108 111a

Mode opératoire :

La 2-chloro-9-propyladénind08 (300 mg ; 1,42 mmol) est dissoute dans une solutio
contenant la solution agueuse commerciale de M@ &04(1,2 mL ; 11,34 mmol). Le
mélange est chauffé a 50 °C sous argon pendantrg. jdprés évaporation sous pression
réduite, le milieu réactionnel est soumis a deusortatographies sur cartouche de phase
inverse G en éluant avec de 'eau et un gradient croissarNleOH. Apres évaporation sous
pression réduite, les fractions présentant le ptaghint chromatographiées sur colonne de
silice en éluant avec du DCM et un gradient croissle MeOH. On obtient le mélange
majoritaire d'énantiomeérekslla(45 mg ; 126 pmol ; Rdt = 9 %) qui se présentes Soume

de poudre blanche.

Analyses :
F:99-101 °C.

RMN : *H : (400 MHz ; BO) &y : 8,08 (1H ;s ; CH) ;4,94 (1H ;s ; CH) ; 4,0H(; t; J =
72;CH);213B8H;s;Ch ;181 (2H ;sext;J=7,2;GH, 1,63 ((3H;s;Ch ;0,85
(BH;t;3=7,2;CH.

13C : (100 MHz ; DO) & : 177,2 (COO0) ; 152,7 (@ ; 151,9 (G/) ; 149.2 (G/) ;
142,7 (CH) ; 142,0 (§) ; 118,1 (G/) ; 81,3 (CH) ; 65,2 (§) ; 45,7 (CH) ; 27,0 (CH) ; 22,7
(CH,) ; 20,5 (CH) ; 10,1 (CH).



SMHR : (El) : CaH1gNsOs>Cl: [M + NaJ' Requis m/z  378,09450
Expérimentaim/z  378,0945

[M —H + 2Na] Requis m/z  400,07645
Expérimentain/z  400,0776



Formation de 112a

O
NH, <
/N XN O/ - /N
¢ 1 N /*T ¢ 1
110

Mode opératoire :

La 2-méthoxy-9-propyladéningl0 (120 mg ; 0,58 mmol) est dissoute dans une solutio
contenant la solution aqueuse commerciale de M@ @,7 mL ; 4,64 mmol). Le mélange
est chauffé a 50°C sous argon pendant 24 h. Aprépoéation sous pression réduite, le
milieu réactionnel est soumis a deux chromatogeaghr cartouche de phase inversee@
éluant avec de l'eau et un gradient croissant d©MNleAprés évaporation sous pression
réduite, les fractions présentant le produit sdwbimatographiées sur colonne de silice en
éluant avec du DCM et un gradient croissant de MeOHl obtient le mélange majoritaire
d'énantiomere&l2a(31 mg ; 0,88 mmol ; Rdt = 15 %) qui se présentessdorme de poudre

blanche.

Analyses :
F : 135 °C (décomposition).

RMN : 'H : (400 MHz ; BO) & : 7,78 (1H ; s ; CH) ; 4,99 (1H ; s ; CH) ; 3,983 (5H ; m
;O-CH:+CHy) ;2,12(3H;s;ChH;1,75(2H; m;CH ;1,63 (8H;s;Ch ;0,78 (3H ; t;
J=7,2:CH).

3C : (100 MHz ; DO) &¢: 177,8 (COO) ; 161,4 (@ ; 153,7 (G) ; 150,4 (G) ;
141,6 (CH) ; 115,5 (§) ; 81,4 (CH) ; 64,9 (§) ; 52,2 (O- CH ou CH) ; 45,5 (O- CH ou
CH,) ; 27,4 (CH) ; 22,7 (CH) ; 20,4 (CH) ; 10,4 (CH).

SM : (ESI [+]) : m/z 352 ([M+HT) ; m/z 374 ([M+Na])



SMHR : (El) : Ci5H21NsOs : [M + NaJ’ Requis m/z  374,14404
Expérimentaim/z  374,1436

[M —H + 2Na] Requis m/z  396,12598
Expérimentaim/z  396,1261
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Synthesis and evaluation of CFTR protein modulators
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Key words: Methylglyoxal, a-oxoaldehyde, purines;-aminoazaheterocycles, CFTR, Cystic
Fibrosis.

After the discovery of a new stereoselective reactietween methylglyoxal and
aminoazaheterocycles water under mild conditions leading to a new ifgraf compounds
(family 1), some of the resulting compounds appédrebe able to modulate efficiently the
Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regu(@BmR). Mutations of this protein
which forms a cAMP-regulated chloride channel catls® severe genetic disease cystic
fibrosis.

Small molecules able to modulate™ Glhannels are interesting to understand the
physiological role of these channels and also endbvelopment of molecules of therapeutic
interest. In the search for the chemical structfré¢he pharmacophore responsible for the
observed effects in the active compounds (a peytigharged nitrogen atom linked through
two carbon atoms to a negatively charged oxygemjatearious compounds carrying or not
the assumed pharmacophore were prepared and edligampounds of families Il and IlI
prepared from compounds of the family 1). Somehaf prepared compounds were found to
be interesting modulators of CFTR channels confignithe proposed structure of the
pharmacophore.



Synthése et évaluation de modulateurs de la prot@rCFTR

)

R CoO R R H c00®
@ OH oo @ OH ® OH
HiN N HN HN

)|\ OH )|\ )|\ OH | OH
® - N N
T C T AL
(\} /
| Rl N N RZ
Famille | Famille Il Famille 11l Modulation des
"chefs de file"

Mots _clés : Méthylglyoxal, a-oxoaldéhyde, Purines,a-aminazahétérocycles, CFTR,

Mucoviscidose.

A la suite de la découverte au laboratoire d'uneivetle réaction entre le
meéthylglyoxal et urn-aminoazahétérocycle, une nouvelle famille de matéukrs (famille I)
de la protéine CFTR (Cystic Fibrosis Transmembmomeductance Regulator) a été mise en
évidence. Les dysfonctionnements de cette protéinue, constitue un canal chlorure
transmembranaire, sont responsables de plusiethisipgies de la mucoviscidose résultant
de mutations du géne correspondant.

Nous avons tout d’abord cherché a confirmer lactine du pharmacophore supposé
en sélectionnant et évaluant des petites molécategenant le pharmacophore ou en
modifiant les groupements a proximité du pharmaoophCette étude a permis l'acces a de
nouveaux composeés issus de la réaction entre vmcaakoaldéhyde (éthylglyoxal) et des
aminoazahétérocycles, et a deux autres familleagosés dérivés de la premiere (familles
Il et ).

Par ailleurs, en nous basant sur la structure éesg ¢ chef de files », I'inhibiteur
GPinh-5a et le potentiateur/activateurGPact-113 nous avons développé une
pharmacomodulation de la structure de base des as@apactifs qui sont des dérivés de
purine. Un grand nombre d’analogues ont ainsi @téhstisés.

Ces deux approches ont permis la mise en évidengdudieurs nouveaux inhibiteurs
et de deux nouveaux potentiateurs de la protéineRCF

Au regard des caractéristiques et des propriétesalmposes les plus actifs, leur étude

biologique doit donc étre poursuivie dans le babdutir a une utilisation thérapeutique.



