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La résistance aux agents chimiothérapeutiques (dudf Resistance ou MDR) est
caractérisée par la surexpression de différentet®ipes membranaires de type ABC, parmi
lesquelles, MRP1 et ABCG2 sont largement impliquéess transporteurs diminuent les
concentrations intracellulaires des agents chirdiagpeutiques en augmentant leur efflux de
la cellule cancéreuse. Dans le but de contrecagte chimiorésistance, nous avons congu,
synthétisé et étudié des activateurs de MRP1 entdsteurs dABCG2.

Les activateurs de MRP1 sont des dérivés de fladescet de vérapamil. Ces activateurs sont
capables d’induire un efflux rapide et massif detaghion cellulairevia MRP1 qui entraine
I'apoptose des cellules cancéreuses.

Nous avons également congu et synthétisé de noxive@mposes, dérivés de chromone,
inhibiteurs sélectifs d’ABCG2, afin de restaurerskensibilité des cellules cancéreuses aux

agents chimiothérapeutiques.

Mots clés : MRP1, ABCGZ2, flavonoides, analoguesvélimpamil, chromones, inhibiteurs,

activateurs

Resistance to chemotherapeutic agents (MultidrugisRece or MDR) is characterized by the
overexpression of membrane ABC proteins, such aPM&hd ABCG2. These transporters
decrease intracellular concentrations of chemogsertac agents by increasing their efflux
from the cancer cell. In order to find effective aodators of drug resistance, we have
designed, synthesized and investigated MRP1 actvand ABCG2 inhibitors.

We designed and synthesized new derivatives obfflaMs and verapamil as activators of
MRP1. These activators are capable of inducingparand massive efflux of intracellular
glutathionevia MRP1 and causing cells death by apoptosis.

We have also designed and synthesized new compouedivatives of chromone, as
selective inhibitors of ABCG2, to restore sensiyivof cancer cells to chemotherapeutic
agents. The biological evaluation of investigate&snpounds enabled us to identify new

activators of MRP1 as well as potent and seledtikiitors of ABCG2.

Keywords: MRP1, ABCG2, flavonoids, verapamil analochromone, inhibitors, activators
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PREAMBULE

Le cancer forme un enjeu danté publiquefort. Un tiers des déces masculins et un quart des
déces féminins lui sont dus. Bien que sa mortding&nue depuis deux décennies, au moins

pour certains types de cancer, son incidence ganaimente (de 60 % entre 1980 et 2000).

Le cancer est une maladie grave qui se traduitupar perturbation de la communication
cellulaire, associée a une absence de mort ceulangendrant le développement d'amas de
cellules cancéreuses (appelés tumeurs) qui échiappenmegles de fonctionnement du corps.
La cellule cancéreuse est une cellule déréglésejuiultiplie sans contrdle. En se multipliant
de facon anarchique, les cellules cancéreuses dbnaissance a des tumeurs de plus en plus
grosses qui se développent en envahissant puigisi#tt les zones qui les entourent. Les
cellules cancéreuses peuvent également essaimistadog d'un organe pour former une
nouvelle tumeur, ou circuler sous forme libre. Etrgisant son environnement, le cancer

peut devenir un réel danger pour la survie desl'@trant.

La chimiothérapie occupe une place considérabls tatraitement des cancers, notamment
pour ceux qui ne peuvent pas étre traités par miruou radiothérapie, comme les
lymphomes, leucémies et tumeurs métastatiques. ddehisement, trés peu parmi les
patients traités auront une rémission prolongéaude de la résistance frequente des cellules

cancéreuse a la chimiothérapie.

Cette chimiorésistance résulte souvent de la peésefun systeme d’efflux capable de
diminuer la concentration intracellulaire de nomixrenédicaments, diminuant ainsi leur
activité. Ce mécanisme de résistance est confées &ransporteurs (protéines) membranaires,
membres de la superfamille des transporteurs ABGo#mment les transporteurs MRP1
(Multidrug Resistance Protein 1) et ABCG2 (Breaah€er Resistance Protein).

Les deux grandes approches utilisées a ce jourtpater de pallier la résistance aux agents
anticancéreux sont :

La recherche de drogues nouvelles ayant une forieite cellulaire ou des drogues qui
ciblent sélectivement les cellules cancéreuses.

La recherche d’inhibiteurs de l'efflux des droguesii sont des composés a utiliser en

combinaison avec des anticancéreux, afiredensibilisela cellule aux traitements.



C’est dans ce contexte relatif a la mise au pantraitements efficaces contre le cancer gu'il
m’a été confié ce sujet de thése, a double facette

1) Mettre au point des molécules anticancéreuses séiges des cellules tumorales

résistantes.

Sur la cible MRP1 : l'objectif est de valider etogtimiser un nouveau concept
thérapeutique consistant a éliminer sélectivememts dcellules cancéreuses
surexprimant MRP1. L'utilisation de ligands acteats du transporteur permet de
stimuler I'export du glutathion des cellules camcsesvia MRP1, cette extrusion
rapide et massive du glutathion intracellulaire&nie la mort par apoptose.

2) Améliorer la chimiothérapie par administration d’ad juvants aux traitements.
Sur la cible ABCG2 : I'objectif est la mise au pode nouveaux inhibiteurs sélectifs

du transporteur ABCG2, empéchant ainsi I'efflux desdicaments anticancéreux.

Ce projet est le fruit d’'un travail pluridisciplima impliquant une collaboration entre notre
equipe et I'Institut de Biologie et Chimie des ines (IBCP), équipe « Mécanisme et
Modulation de la Résistance aux Drogues » du DilidA\DI PIETRO.



INTRODUCTION

|.1. Le cancer et ses traitements

.1.1.Le cancer

Le cancer est une maladie décrite depuis l'angqqii a longtemps été incurable, mais
aujourd’hui grace aux progrés de la médecine, nerdercancers sont guéris. Le cancer est
une perturbation de la communication cellulairesoag@e a une absence de mort cellulaire,
engendrant le développement d’amas cellulaire fotroae tumeur qui échappent aux regles
de fonctionnement du corps. La survenue et la pssjon d’'une tumeur est le résultat d’'une
accumulation d’évenements génétiques complexesaattéin certain nombre de génes
impliqués dans le contréle de la prolifération etld différenciation cellulaire. La cellule
cancéreuse est donc une cellule altérée, atteimtelydrégulation, qui se multiplie sans
contrble et qui acquiert des avantages en terngaléération, d’adaptation, de survie et de
dissémination au sein de I'organisme.

Les cancers sont classés selon le type de celllgéetissus ou d'organes affectés au départ.
Certaines tumeurs sont dites «tumeurs solidegsigdant ainsi un cancer formé d’'une
tumeur principale représentant une masse indivislkgl accompagnée ou non de métastases
par opposition aux hémopathies malignes. En affet,dernieres sont des cancers atteignant
des cellules sanguines diffuses dans I'organismecipalement dans la moelle osseuse, les
ganglions ou le sang : c’est le cas des leucémdass]ymphomes, du myélome multiple. Les
tumeurs solides représentent plus de 90 % desecaartters. Par ailleurs, certaines tumeurs
primaires peuvent progresser vers un envahisserpkrg global de I'organisme, par
échappement des cellules tumorales issues de toetteur primaire : on parle alors de

métastases.

[.1.2. Les traitements

Le traitement d’'un cancer comprend I'ensemble a@@sssmédicaux destinés a combattre la
maladie pour en limiter les conséquences, évitemdmt, rétablir la santé et entrainer la
guérison. Le traitement requiert plusieurs stra®gila chirurgie, la radiothérapie, la
chimiothérapie. Ces stratégies peuvent étre miseseevre indépendamment les unes des



autres ou au contraire, dans le cadre de protogoidsples, I'un apres l'autre ou les uns

associés aux autres.

- Traitements locorégionaux

La chirurgi e est un traitement local du cancer qui a pourabibjd’enlever la tumeur et qui
occupe une place prépondérante dans le traitenedatmupart des tumeurs cancéreuses dites
solides. En traitement unique, la chirurgie s'asreaux formes localisées de cancers,
découverts a un stade précoce, et elle est soagsatiée a d’autres modalités de traitement.
Laradiothérapie est également un traitement locorégional des canEéle consiste a utiliser
des rayonnements (rayons ou radiations) pour détias cellules cancéreuses en bloquant
leur capacité a se multiplier, tout en préservamhieux possible les tissus sains et les organes
avoisinants.

Ces derniers traitements concentrent leur actiomigeau de la tumeur et de sa région
avoisinante, mais en cas de cancer a un stadessiendnation métastatique, soit en phase de

généralisation, les traitements les plus efficaoed les traitements systémiques.

- Traitements systémiques

La chimiothérapie anti-cancéreuse consiste a injecter, le plus supar voie intraveineuse,
des substances antitumorales. Ces agents antituxngtdilisent dans le cas de métastases ou
de cancers non localisés, comme dans le cas desmés. Le but de la chimiothérapie est
d'enrayer ou de ralentir I'évolution de la prolfidon des cellules tumorales. Un agent
antitumoral (anticancéreux, antinéoplasique) sénilécomme un agent cytotoxique qui
détruit sélectivement les cellules cancéreusedlipart des agents cytotoxiques utilisés en
chimiothérapie anticancéreuse interagissent a¥daN ou ses précurseurs. La classification
des agents anticancéreux se fait suivant leur nigroand'action thérapeutique.

* Inhibition de la synthése de 'ADN:

- Agents antimétabolites lls bloquent ou détournent une ou plusieurs vales
synthése des acides nucléiques.

- Inhibiteurs d’enzymes impliquées dans la synthése de I'ADN : inhibitedss la

topoisomérase | et Il.

* Interaction avec I’ADN :

- Agents alkylants et apparentés lls forment des liaisons covalentes avec les
nucléotides de la chaine ADN et inhibent ainsglalication.
10



- Agents intercalants lls s’intercalent entre deux brins d’ADN, altérdan réplication

et la transcription de I'’ADN.

- Agents scindants lls créent de multiples cassures dans I'ADN, ratié la

réplication et la transcription de I'’ADN.

* Interactions avec des protéines ou des enzymes

- Agents poisons du fuseau et apparentéProduits naturels d’origine végétale qui

affectent de fagon sélective la fonction du fusestotique par liaison a la tubuline.

- Inhibiteurs des tyrosines-kinasesimpliguées dans des voies de signalisation

menant a I'activation de facteurs de transcripgtou influencant la synthése d’ADN.

D’autres traitements généraux peuvent étre égaleuatdisés. lls sont regroupés sous le nom
de biothérapie et sont des moyens biologiques naturels, moddiésiétournés de leur réle
habituel. Ce ne sont pas des méthodes nouvelleseti@s se sont multipliées, améliorées et
rationalisées a partir des années 1980. Ces tadminjologiques sont regroupées sous deux
rubrigues principales : les hormones et les fastenmunitaires.

L’ hormonothérapie est utilisée lorsque certains cancers, comme ckusein ou de la
prostate, ont leur croissance favorisée par dendies.

L’ immunothérapie (cytokines : interférons, interleukine 2, anticonmonoclonaux) a pour
but de stimuler les défenses immunitaires de l'oiggae pour combattre la tumeur maligne
mais aussi pour protéger contre certains effetsrelires provoqués par les traitements.

Les rétinoides représentent une nouvelle voie de biothérapie.affssent sur certaines
cellules pour leur permettre de marir, de se diffi€éfer normalement et de reprendre leur
place dans I'équilibre général. Selon le progres dennaissances on pourra utiliser des
substances qui freinent ou inhibent I'activité déses produisant les facteurs de croissance
d’une cellule ou, a I'inverse, qui stimulent desi@e suppresseurs et ralentissent les fonctions
cellulaires. A coté des moyens traditionnels etoemdrés prépondérants qui détruisent les
cellules tumorales, les nouvelles biothérapiesdatest plutét a corriger leur comportement
anarchique. Plutdt que de les tuer, on cherche &lguler pour leur permettre de retrouver

leur fonctionnalité normale dans I'organisme.

11



Malheureusement, cet arsenal thérapeutique se eheurun probleme majeur lié au

développement de fasistance des cellules a la chimiothérapie

[.1.3. Résistance et phénotype MDR

La résistance des cellules tumorales aux médicansmnicancéreux est un probleme majeur
de la chimiothérapie. Les cellules cancéreusesepess ou acquiérent la possibilité de

contourner les mécanismes d'action des médicarokimsothérapeutiques. La résistance aux
anticancéreux peut étre naturelle ou acquise :

- Résistance naturelle : une tumeur ne répond pasmbite a un ou des traitements

cytotoxiques.

- Résistance acquise : la tumeur est initialemensible a la chimiothérapie anticancéreuse
puis devient résistante en cours de traitemenbigude la rechute.

Les cellules cancéreuses, probablement suite anuitetion ou a une amplification génique,

empruntent ou contournent diverses voies métabadigour survivre a l'effet cytotoxique des

médicaments. Les mécanismes qui peuvent induirésiatance sont tres complexes et trés

divers, et sont propres a chaque modele cellulaire

Tumeurs non accessibles par les médicaments

- Mauvaise vascularisation.
- Tumeur protégée par une « barriere naturelle » baxriere hémato-encéphalique du

systeme nerveux central).

Altération du métabolisme du médicament

- Augmentation de l'inactivation de la substancevactpar hyperactivité d’enzymes
impliquées dans le métabolisme.
- Diminution de la formation de métabolites actifg plminution de l'activation de

médicaments de type « pro-drugs ».

12



Altération de la cible du médicament

- Altération quantitative de la cible : surexpressmndiminution de I'expression de la
cible.
- Altération qualitative de la cible : modificatiom ¢ structure de la cible empéchant la

reconnaissance.

Activation des mécanismes de réparation de '’ADN

- Les anomalies induites par le médicament sont é&ggrar exacerbation des

mécanismes de réparation.

Modification de I'expression des genes apoptotiques

- Surexpression des géenes anti-apoptotiques.

- Inactivation des genes pro-apoptotiques.

Diminution de I'accumulation intracellulaire des mdicaments

- Diminution de I'entrée du médicament dans la cellul

- Augmentation de I'efflux du médicament de la calul

Ce dernier mode de résistance est le mécanismeigairpar lequel de nombreux cancers
développent une résistance aux médicaments chiénagbutiques. Il implique des
transporteurs membranaires et concourt au phénolyp&R (Multi-Drug Resistance)
caractérisé par une diminution des concentratiotrdellulaires des cytotoxiques et une
résistance croisée a des xénobiotiques d’'une graadété chimique et fonctionnelle. Une
cellule résistante "multidrug" est une cellule quété sélectionnée pour sa résistance a un
agent thérapeutigue unigue et qui s'avere étre lmément résistante a tout un groupe de
produits auxquels elle n’a jamais été exposée awupat. Les transporteurs incriminés sont
des protéines membranaires qui expulsent les agsmtsoxiques maintenant ainsi leur
concentration intracellulaire en dessous du seuihdrtalité pour la cellule. lls appartiennent
a la superfamille dgsrotéines ABC (ATP-Binding Cassette).

13



LES TRANSPORTEURS ABC

1.1 Généralités

Les protéines ABC constituent une famille de prwéilarge et trés diversifiée présente dans
'ensemble du monde vivant, des procaryotes awargates, et des espéces animales aux
especes végétales. La plupart de ces protéineslespirotéines membranaires qui ont un role
de transport d’'une grande variété de substratsgém#s ou exogenes en utilisant I'énergie
procurée par I'hydrolyse de I'ATP. Une séquencegéee hautement conservée « ATP-
Binding Cassette » est présente et spécifique de ceiperfamille de protéines. Chez
Escherichia coli5 % de la totalité du génome code pour ces tateyrs (Linton 1998) au
nombre de 70 et ayant des fonctions d’'import eixmbet de substrats divers. Chez la
levureSaccharomyces cerevisja@28 genes codant pour des transporteurs ABC ant ét
identifiés (Bauer 2001).

Quant a 'Homme il existe 48 genes distincts dangénome humain (Dean 2001) classés en
7 sous-familles de ABE a ABCG (Tableau 1). Malgré une grande variété de sulsstrat
transportés, des localisations tissulaires diffi@®ret la multiplicité des fonctions assurées,

ces protéines présentent des homologies strucsurale

Orient-
Symbole Alias Geéne Expression . Fonction
ation
ABCA1 ABC1 9g31.1 Nombreux tissus Efflux des phospholipides et du cholestérol
ABCA2 ABC2 9g34.3 Cerveau, rein, poumon, cceur Résistance aux médicaments
ABCA3 ABC3, ABCC 16p13.3 Poumons et autres tissus Sécrétion de surfactant ?
ABCA4 ABCR 1p21.3 Rétine, cellules photoréceptrices Efflux de N-rétinylidiene-PE
ABCA5 17924.3 Muscles, cceur testicules NR
ABCA6 17924.3 Foie NR
Leucocytes, thymus, rate, moelle
ABCA7 19p13.3 NR
osseuse
ABCA8 17q924.3 Ovaire NR
ABCA9 17q924.3 Coeur NR
ABCA10 17924.3 Muscle, coeur, monocytes NR
ABCA12 2934 Estomac NR
ABCA13 7p12.3 Trachée, testicules, moelle osseuse NR
ABCB1 P-gp, MDR 7921.12 Nombreux tissus MDR
ABCB2 TAP1 6p21.3 Nombreux tissus Transport de peptides
ABCB3 TAP2 6p21.3 Nombreux tissus Transport de peptides
ABCB4 PGY3 7q21.12 Hépatocytes Transport de phosphatidylcholine biliaire
ABCB5 7p21.1 Nombreux tissus NR
ABCB6 MTABC3 2935 Mitochondries Transport du fer
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ABCB7 ABC7 Xg21-g22 Mitochondries Transport des précurseurs Fer/Soufre (heme)
ABCB8 MABC1 7936.1 Mitochondries NR
ABCB9 12g24.31 Cceeur, cerveau, lysosome NR
ABCB10 MTABC2 1942.13 Mitochondries NR
ABCB11 SPGP 2q24.3 Hépatocytes Transport des sels biliaires
ABCC1 MRP1 16p13.2 Nombreux tissus B MDR
ABCC2 MRP2 10g24.2 Foie, intestin, rein A Efflux d’anions organiques + MDR
ABCC3 MRP3 17g21.33 Intestin, rein B Efflux d’anions organiques + MDR
ABCC4 MRP4 13g32.1 Nombreux tissus A/B Transport de nucléosides (MDR)
ABCC5 MRP5 3g27.1 Nombreux tissus B Transport de nucléosides (MDR)
ABCC6 MRP6 16p13.12 Rein, hépatocytes B Transport de peptides et conjugués anioniques
ABCC7 CFTR 7qg31.31 Poumon, intestin A Canal ions chlorures
Régulation de canaux potassiques ATP
ABCC8 SUR 11p15.1 Pancréas
dépendants
Régulation de canaux potassiques ATP
ABCC9 SUR2 12p12.1 Tous tissus
dépendants
ABCC10 MRP7 6p21.1 Tous tissus (faibles) Transport d’oestradiol et leucotriene C4
ABCC11 MRP8 16g12.1 Tous tissus A Transport de nucléotides cycliques + MDR
ABCC12 16g12.1 Tous tissus (faibles) NR
Foie foetal, moelle osseuse,
ABCC13 21q11.2 NR
leucocytes
ABCD1 ALD Xq28 Peroxysomes Transport d’acides gras a longue chaine
ABCD2 ALDL1, ALDR 12g11 Peroxysomes Transport d’acides gras
ABCD3 PXMP1, PMP70 1p22.1 Peroxysomes Transport d’acides gras
ABCD4 PMP69, P70R 14924.3 Peroxysomes Transport d’acides gras
ABCE1 OABP, RNS4| 4931.31 Ovaires, testicules, rate Inhibiteurs de la ribonucléase L
ABCF1 ABC50 6p21.1 Tous tissus NR
ABCF2 7936.1 Tous tissus NR
ABCF3 3qg27.1 Tous tissus NR
ABCG1 ABC8, White 21g22.3 Cerveau, rate, poumon Transport de cholestérol
ABCG2 MXR, BCRP 4922 Placenta, Sein, Foie, intestins A MDR
ABCG4 White2 11923 Macrophages, cerveau, ceil, rate NR
ABCG5 White3 2p21 Foie, intestin gréle A Transport des stérols
ABCG8 2p21 Foie, intestin gréle A Transport des stérols

Tableau 1 Les membres de la famille des transporteurs ABE. Apical, B = Basolatéral,

MDR = Résistance multiple aux agents thérapeutighi®= Non renseigné
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[1.2. Topologie générale des transporteurs ABC

Les transporteurs ABC ont une structure relativenig@en conservée. Cette organisation

structurale commune comprend 4 domaines codésnpau plusieurs polypeptides (Figure 1)

(Higgins 2004) :

- Deux domaines transmembranaires ou TMDs (TransMamebrDomains) qui
permettent la fixation des substrats et leur passaagavers la bicouche lipidique de la
membrane plasmique

- Deux domaines nucléotidiques cytosoliques ou NBgcleotide Binding Domains)

qui assurent la fixation de I'ATP et son hydrolyseur alimenter le processus de

transport.

A y
Figure 1. Représentation schématique du transporte( / : & - A \
y NI, A 2B

de la vitamine B12 BtuCD de E. coli (Higgins gt_____ /¢

Linton 2004)
Dans ce transporteur, les deux TMDS (jaune |et

aueIqua|y

orange) sont identiques les uns aux autres, conemp
sont les deux NBD (rose et bleu). Deux moléculeq de
tetravanadate cyclique (rouge en boule et béatgn)
imitent les nucléotides de I'ATP lié dans les dgux

poches formées a linterface protéine-protéine Hdu ‘
dimere NBD.

Chaque domaine transmembranaire est constituéh#did@sa transmembranaires. Une fois

Juise[dojA)

la protéine repliée, les TMDs forment un pore eaukl divers substrats pourront traverser la
membrane plasmique. Les TMDs, de séquences géestityas variables permettent la
fixation et la spécificité de différents substréitiggins 2004). Pour certains transporteurs
comme la P-gp (glycoprotéine-P ou ABCB1), il esisit plusieurs sites de fixation des
substrats.

Les domaines nucléotidiques (NBDs) catalysent Ibiyse du phosphate de I'ATP avec
intervention dans le site actif d'une molécule d’ed d’un cofacteur métallique divalent, le
magnésium (Mg). lls sont situés dans le cytosol et sont hautérenservés chez tous les
transporteurs et permettent ainsi un mécanisme conda fixation et d’hydrolyse de I'ATP.

Sur les trois séquences conservées, deux motifis cewactéristiques des protéines fixant

16



'ATP : les motifs A et B de Walker (Walker 1982) et un motif caractéristique des
transporteurs ABC : laignature S(Figure 2).

Le motif A de Walker porté par une boucle suivier® héliceo interagit par interactions
électrostatiques avec la chaine phosphate (phasahatp) de 'ATP (Chen 2003). Le motif

B de Walker porté par un feuilltpossede un résidu d’acide aspartique (aspart@at@gant
une liaison de coordination avec l'ion magnésiumfacteur nécessaire a I'hydrolyse de
'ATP (Smith 2002).

La signature S est une séquence consensus d’'uzaidew’acides aminés commencant par
« LSGGQ » et située entre les motifs A et B de WialkCe domaine permet de contacter le
phosphate et joue un réle dans la fonctionnalité des transpos (Gottesman 1995).

Outre les motifs A et B de Walker et la signatuf@@ d'autres résidus conservés semblent
jouer un réle important dans le mécanisme catalgtides domaines nucléotidigues comme la
H-loop et la Q-loop. La H-loop et I'histidine en t€minal du motif B de Walker
permettraient le positionnement des chaines lardu cation M, et de la molécule d’eau
dans le site actif pour I'hydrolyse (Zaitseva 2005 Q-loop, grace a un résidu glutamine
conserve, assurerait la communication entre les $lDes NBDs (Georges 2002).

Les hélices de couplage (coupling helices) sonitcea motifs qui permettraient de coupler

les changements conformationnels entre les TMDesseIBDs (Locher 2002) (Figure 3).

17



[

A C B
' Y\

Walker A Linker region Walker B
GNSGCGKST  LSGGQKQRIAIA ILLLDE
> st k% * XX XX X £ ¥ SkEE% *E%% * %
F[gure 2. Schéma illustrant les B Stacking
séquences consensus des domaines de AaBc , aromatic
liaison des nucléotides (NBD). Les motifs signature_

A et B de Walker sont distants de 90 a
110 acides aminés. La signature ABC
précede le motif B de Walker.
(Gottesman et Ambudkar, 2001)

Walker B Walker A

H-loop

Figure 3. Modéle de la P-glycoprotéine
modélisée d'aprés l'aménagement du dimére
MJ0796 (Stenham 2003). Dimére des NBDs
fermés et ses motifs conservés. A: le dimére de
NBDs fermé vu de la membrane avec deux
molécules d'ATP prises en sandwich a
l'interface des NBDs téte-béche.

B: La position des motifs conservés des
protéines ABC (décrits pour la plupart dans le
texte) est indiquée .

11.3. Mécanisme fonctionnel des transporteurs ABC

De nombreuses études ont tenté d’expliquer le nso@nde transport des substrats par les
transporteurs ABC. Le premier modele a été déenitHiggins et Linton en 2004 (Higgins

2004) : I'«ATP-switch modeb qui impligue des corrélations de modifications
conformationnelles dans les deux directions emseNBDs et TMDs. Les différentes étapes

du mécanismATP-switchsont schématisées dans la figure 4 et comprennent

- Etape 1: A I'état de repos, le transporteur esisdane forme dépourvue d’ATP et
dispose d’'une forte affinité pour le ligand. Ladian du ligand aux TMDs entraine un
changement de conformation des NBDs et par conséquee augmentation de
I'affinité des NBDs pour 'ATP.
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- Etape 2: La liaison de I'ATP a la conformationnfiée des NBDs. Ces changements
alterent alors l'affinité pour le ligand et pernegtt sa libération.

- Etape 3: L’hydrolyse de I'ATP initie la dissocati du dimere de NBDs, par
destabilisation de la conformation fermée du dimere

- Etape 4 : Le phosphate, produit de I'hydrolyse’A&R, est libéré, provoquant ainsi
des changements conformationnels des NBDs et dd3sTlMe dimére de NBDs est
alors dissocié et retourne en position ouvertel'adiinite pour 'ADP produit est
faible. Celui-ci est alors libéré. Le cycle de spart est complet permettant également
de restaurer I'état de haute affinité du transponp®ur le substrat.

Extracellular space A
Ligand
i secreted
\l

VA

_>‘L/ ‘ /

Cytosol Open dimer Closed dimer Open dimer

Figure 4. Modéle du cycle de transport des transporteurs ABton 2007).

Des adaptations de ce modéle peuvent étre prisesomipte en fonction des différents
transporteurs. La libération du substrat pourraé éouplée a I'une des trois derniéres étapes
du cycle en fonction du transporteur ou du suhsBatr certains transporteurs I'hydrolyse
d’une seule molécule d’ATP suffirait a rétablircgcle de transport.

11.4. Implication des transporteurs ABC dans des pthologies

humaines

Du fait de leur nombre important, les transporteABC sont impligués dans diverses
manifestations pathologiques humaines (Tableal@3. mutations de génes codant pour ces
protéines modifient leur fonction. De plus, de noeux organismes pathogénes utilisent des

transporteurs ABC pour exporter des facteurs ddenice ou pour résister aux medicaments.
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Transporteurs ABC Geénes Maladie associée
Transporteurs dont I'inactivation cause une maladignétique
CFTR o
o ) ABCC7 Mucoviscidose
(Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator)
SUR1
ABCCS8 ) . -
SUR2 Hyperinsulinisme familial
ABCC9
(Sulfonyl Urea Receptor 1 et 2)
MRP2 (Multidrug Resistance Protein2) ABCC2 Syndrome de Dubin-Johnson
ALDP (AdrénolLeucoDystrophie Protein) ABCD1
} Maladie de Stargardt/ Dégénérescence
ABCR (ABC retina) ABCA4 -
maculaire liée a I'age
ABC1 ABCA1 Maladie de Tangier
PMP70 (Peroxisomal Membrane Protein 70)( PMP70 Syndrome de Zellweger
TAPlet TAP2
) ) . | ABCB2 et o
(Transporter  associated  with  Antigg Immunodéficience
. ABCB3
Presentation 1 et 2)
ABC7 ABC7 Anémie sidéroblastique et ataxie
) ) Syndrome de cholestase intrahépatique| de
MDR3 (Multidrug Resistance 3) mdr3
type 3
) ) Syndrome de cholestase intrahépatique| de
SPGP (Sister P-GlycoProtein) ABCB11
type 2
Transporteurs dont la surexpression provoque réaiste ou virulence
} . ) Résistance multiple aux agents anti-
MRP1(Multidrug Resistance Protein2) ABCC1 i
cancéreux
. ) Résistance multiple aux agents anti-
MDR1 (P-gP) (Multidrug Resistance 3) ABCB1 i
cancéreux
) ; Résistance multiple aux agents anti-
BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) | ABCG2 }
cancéreux
Pfmdr (Plasmodium Falsiparum Multidry AR Résistance multiple des parasites aux aggnts
mdr
Resistance) P antiparasitaires
HlyB Virulence de bactéries pathogéenes
Résistance multiple des levures aux agents
CDR1 _ )
antifongiques
Résistance multiple des bactéries aux
OleB, MsrA

antibiotiques

Tableau 2 Transporteurs ABC impliqués dans des pathololgigsaines.
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[1.5. Les trois principaux transporteurs ABC humains impliqués

dans le phénotype MDR

Un mécanisme de résistance aux drogues da a ursptin actif des agents
chimiothérapeutiques hors de la cellule en induisame baisse de leur concentration
intracellulaire a été décrit pour la premiére foi&s Dano en 1973 (Dano 1973). La premiere
protéine impliquée dans ce phénomene est connus owmom de MDR (Multidrug
Resistance) ou P-gp (glycoprotéine-P), protéinesddace surexprimée dans les lignées
cancéreuses résistantes et codée par le gene dodleh¢ 1976).

En 1992, Cole et ses collaborateurs mettent enepea la surexpression d'un autre
transporteur dans certaines lignées cellulairesjecaier a été baptisé : MRP1 (Multidrug
Resistance protein 1) (Cole 1992). Puis vers ladBs années 90, le phénotype MDR de
différents tissus humains ou lignées cancéreusesines fOt imputé a d’autres transporteurs.
Ces transporteurs ont été appelés BCRP (BreaseCRasistance Protein) pour celui trouvé
dans les cellules de cancer du sein (Yang 1995 ABransporteur ABC du placenta) pour
celui découvert dans les cellules du placenta Kiléts 1998) et MXR pour le transporteur
spécifique de cellules cancéreuses résistantesadaantrone (Miyake 1999).

Dans le cadre de ce travail de thése, il sera ipmeste I'étude de ces deux derniers
transporteurs que nous appellerons par la suites da souci d’homogénéité tout au long de
la these MRP1 et ABCG2.
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LES PROTEINES MRP1 ET ABCG2

l11.1. La protéine MRP1

L’équipe de Cole a observé dans des lignées camsgEgeésistantes a la doxorubicine que le
phénotype de résistance aux agents chimiothérapestin’était pas lié a la surexpression de
la glycoprotéine-P. Aprés séquencage et clonaggeda responsable de ce phénotype MDR,
la surexpression d’une nouvelle protéine fat mise&@dence : MRP1 (Multidrug Resistance
Protein 1) (Cole 1992).

[11.1.1. Organisation structurale

MRP1 est une glycoprotéine de 190 kDa et de 153descaminés. Son homologie de
séquence avec d’autres transporteurs ABC et notatnavec la glycoprotéine-P a permis de
proposer un modele de sa topologie, a savoir : B hélices transmembranaires et deux
domaines nucléotidiques communs aux ABC mais égaienn domaine transmembranaire
supplémentaire de 250 acides aminés comportantliesé&ransmembranaires reliées au
TMDL1 par une boucle cytosolique LO et présentaetfonction NH-terminale extracellulaire
(Figure 5).

~ | TMDO | | TMD1 | | TMD2 |
NH2 - - - - -
GSs
AGS
JANVAN TN AN JANAN
— — - — — /) )/ —— -COOH
0 (&
(Lo
[N 8 A /&
A= Walker A
B =Waker B

C = Motif C = ABC Signature < > - >
NBD1 NBD2

Figure 5 : Topologiede MRP].
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[11.1.2. Localisations et fonctions physiologiques

MRP1 est largement exprimée dans tout I'organisavec de hauts niveaux d’expression
dans les poumons, les testicules, les reins, ladesemononucléaires du sang, et les cellules
endothéliales des capillaires cérebraux (Cole 1988s 2004). MRP1 est localisée sur la
membrane baso-latérale des cellules épithélialsscdgillaires sanguins et sur la membrane

luminale des cellules endothéliales des capillaiéggbraux (Figure 6).

-
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Figure 6. Localisation de MRP1 dans les cellules polarisgtedans les cellules endothéliales
des capillaires cérébraux.

La protéine MRP1 est impliquée dans un grand nonderdonctions biologiques compte
tenue de sa distribution étendue au sein de I'ésgan et de la diversité de ses substrats.
MRP1 assure le transport de divers substrats aniesj tel que le leucotriene,,Cdes
substrats glucuronoconjugués, des sulfates orgasiqu des sulfonates, des sels biliaires,
mais aussi des substrats glutathioconjugués (4é g)utathion (GSH) lui-méme ou encore le
glutathion oxydé (GSSG) (Tableau 3). Par ce méoaisMIRP1 joue certainement un réle
contre les phénoménes de stress oxydant par aatibribdans le maintien du potentiel redox

de la cellule. La protéine MRP1 est également iqu@le dans le transport des xénobiotiques:

- conjugués au glutathion (ex : GS-Aflotoxine B1 éipeX.
- non conjugués au glutathion, il s’agit alors d’uo-tansport, c’est le cas de la

vincristine qui est co-transportée avec le GSH.
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- transportés indépendamment du GSH tels que le tnétiate.

MRP1 utilise alors différents modes de transpogliguant le GSH (Figure 7).

SUBSTRATS CONNUS DE MRP1

Leukotrienes C4 (LTC4), D4 (LTDA4) et E4 (LTEA4)

Glutathioconjugués (-GS)
Aflotoxine B1 epoxide-GS
Dinitrophényl-GS
ProstaglandinesAGS
Acides Ethacryniques-GS
Melphalan-GS
GSSG (Glutathion oxidé)

Glucuronoconjugués (-G)
Bilirubine-G
Estradiol 1D-G
Etoposide-G
Hydrodéoxycholate-G

Sulfoconjugués
Estone 3-sulfate
Taurocholate 3-sulfate

Déhydroepiandrosterone 3-sulfate

Anticancéreuses
Anthracyclines (daunoribicine, doxorubicinetarantrone)
Camptothécines (topotecan, irinotecan, SN-38pthrexate)
Epipodophyllotoxines

Imatinib, vinca alcaloides (vincristine)

Tableau 3 Substrats endogenes ou exogenes connus de MRP1
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A B C D B
R, Methotrexate
vincristine LT
GSH; _ mitoxantrone _ GS(?TX Estone ' GSH . Estradiol 17pD-G

L L ’
((4 (ns €

ate /| \\ ApP ATP ADP ATP | ADP ATP ADP ATP ADP

GSH vi.n‘cristine LfC4 GSH Estlone GSH Ai)igénine Methotrexate
mitoxantrone GS-X Suffate Vérapamil Estradiol 17pD-G

Figure 7. Représentation schématique des différents maglasuasport de MRP1 impliquant
le GSH (Image de Cole 1998, adaptée avec Rothri8)20A : co-transport de GSH et anti-
cancéreux, B : transport de substrats glutathioogags, C : transport d’anions organiques
conjugués induit par le GSH, D : Modulateurs stiamil I'efflux de GSH, E : transport de
substrats indépendamment du GSH.

111.1.3 Cycle de transport

Le cycle de transport de MRP1 (ou ABCC1) suit ledéle «ATP-switch» des transporteurs
ABC. En revanche pour les transporteurs de la fardés ABCC, la fixation et I'hydrolyse de

I'ATP est séquentielle et se déroule comme indigitglessous (Figure 8) :

- La fixation d'une molécule d’ATP avec une faibldirté sur le site NBD1 permet
d’augmenter I'affinité du site NBD2 pour 'ATP.

- L’hydrolyse de 'ATP au site NBD2 est suffisanteup achever le cycle de transport
mais le retour de la protéine a sa conformatiotiaiei soit en basse affinité pour
'ATP soit en haute affinité pour le substrat esc@e inconnu et des questions
demeurent sur le fonctionnement exact du site NBE&t-il un site catalytique ou

non ?
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Figure 8 : Représentation schématique du cycle de transgNIRP1 (Boumendjel 2009).

l11.2. La protéine ABCG?2

[11.2.1. Origine et découverte

Le géne codant pour cette protéine a été décodaed les années 90 par trois équipes. En
1995, des cellules de carcinome du sein ont mamg2résistance a la mitoxantrone mais
également a des inhibiteurs de la topoisomérasgme | comme la camptothécine et ses
dérivés (Yang 1995). Puis en 1998, le géne respimske cette résistance flt séquencé et
cloné par Doyle et callsur des lignées cellulaires du cancer du sein, dmunom BCRP
(Breast Cancer Resistance Protein). La méme aruréggene pratiquement identique et
codant pour cette méme protéine fat découvert daasellules du placenta et appelée ABCP
(ABC transporter in Placenta) (Allikmets 1998). Umgatriéme équipe découvrit également
un géne codant pour une protéine responsable chopip® de résistance a la mitoxantrone
sur une lignée cellulaire de carcinome de colonfguialors nommée MXR (Mitoxantrone

Resistance-associated gene) (Miyake 1999). L’argiylogénétique de ce transporteur avec
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d’autres transporteurs ABC a permis le rapprochérmeec ABCGL. Il appartient donc a la

sous-famille des ABCG et la protéine a donc ét@iegmappelée ABCG2.

[11.2.2. Organisation structurale

ABCG2 est une protéine de 72 kDa et de 665 acidesés. C'est un demi-transporteur, qui
comporte un TMD constitué de 6 hélices transmendras et un NBD. Comparés aux autres
transporteurs connus (P-gp et MRP1), les domai&3QG2 ont une organisation inverse :
le TMD est du c6té C-terminal et le NBD est du cBkéerminal (Figure 9). Seule une
homodimérisation permet de rendre la protéine fonoklle. L'unité minimale fonctionnelle
d’ABCG2 est un homodimere, mais plusieurs équipgsiémontré la présence d’oligomeéres

de taille supérieure.

Figure 9. Topologie d’ABCG2

[11.2.3. Localisations et fonctions biologiqgues

ABCG2 est exprimée de maniere quantitativementbégidans la membrane plasmique des
cellules de nombreux tissus : placenta, systemeenrrcentral, foie, glandes surrénales,
prostate, testicules, utérus, intestin gréle, @gaicolon, estomac, poumons, reins et pancréas.
Pour les cellules épithéliales, la protéine esbtetee au niveau de la membrane apicale, et
pour la barriere hémato-encéphalique (BHE) elleatsbuvée du c6té luminal. Du fait de son
importante distribution au sein de I'organismetegrotéine joue certainement un réle dans
la protection contre les xénobiotiques. Récemmeng étude a démontré I'implication de
cette protéine dans le maintien de I'équilibre redes cellules. En effet, cette protéine est
capable de transporter, d’effluer le glutathionaetsi de réguler son taux intracellulaire

(Brechbuhl 2010). ABCG2 est également capable dasporter de nombreux substrats
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hydrophobes, chargés positivement ou négativenhest.premieres études sur ABCG2 ont
été effectuées sur des lignées cellulaires séleddies résistantes a un agent
chimiothérapeutique donné. Les premiers substrdters aconnus d’ABCG2 sont
essentiellement des anticancéreux, comme par erdmphitoxantrone, la camptothécine et
ses dérivés a savoir le topotécan, le SN-38, ¢itanan... Du fait de I'implication de cette
protéine dans le phénotype MDR, d’autres anticapérs’ajoutent a la liste tels que le
flavopiridol, des antimétabolites comme le méthxdte (antifolate), des indocarbazoles
inhibiteurs des topoisomérases, des inhibiteurstytesines kinases comme le gefitinib ou
imatinib. Des molécules appartenant a d’autres ggsupharmacologiques sont également
transportées : des antibiotiques, des flavonoides,porphyrines et des antiviraux (Tableau
4).
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SUBSTRATS CONNUS D'ABCG2

Agents anticancéreux
Intercalant de 'ADN

Inhibiteurs de topoisomérase Il

Agents anticancéreux (suite)

dépendantes (Cdk)

- Anthracyclines (antibiotiques

antitumoraux)

- Anthracéne

- Podophylotoxines

Inhibiteurs de topoisomérase |

Daunorubicine
Doxorubicine

Epirubicine

Mitoxantrone

Bisantrene

Etoposide
Teniposide

Substrats endogenes

- Dérivés de la camptothécine

- Indolocarbazoles
J-107088
NB-506

9-Aminocamibi&cine
Topotécan
Irinotécan
SN-38

Diflomotécan

Toxines

Homocamptotihéc
Exatécan
BNP13

Fluorophores :
33342

Inhibiteurs de kinases cyclines

Flavopiridol
UCN-01

Antimétabolites (antifolates)

Méthotrexate
GW1843
Tomudex

Triglutamate

Inhibiteurs de tyrosine kinase

Imatinib
Gefitinib
Cl1033

Estrone3-sulfate
17R-estradiol sulfate
17 R-estradiol

Folates

Phéophorbide a
Pyrophéophorbide
methyl ester
Chlorin6

Porphyrines : Protoporphyrine 1X
Rhodamine 123, Hoech

D

St

Tableau 4 Substrats connus d’ABCG2
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11.3. Les protéines MRP1 et ABCG2 comme cibles dan la

découverte de nouvelles molécules a potentialité tsgancéreuse

La chimiorésistance des cellules cancéreuses esbstacle majeur auquel se heurtent les
cliniciens. Afin de pallier cette difficulté, le déloppement de stratégies thérapeutiques
ciblées, alternatives aux traitements conventianr@l complémentaires de ceux-ci est
nécessaire. Il s’agit notamment de lever les vearmmwléculaires qui protegent la cellule
tumorale contre la mort cellulaire par apoptosewetl'inhiber son métabolisme énergétique.
Afin de malitriser et d’inverser le phénotype MDR kux transporteurs ABC, plusieurs
approches ont été envisagées comme I'utilisati@ntdtancéreux échappant a ce type de
résistance, ou encore de combinaisons de cytotesiqu
Actuellement, les efforts sont principalement foszed sur la découverte de composeés
capables de s’opposer a la réduction de I'accuionlates anticancéreux dans les cellules de
phénotype MDR. Ces composeés, appelés chimiosearatleilirs, sont des modulateurs
« reversal agents », capables d’inhiber I'efflundarit par les transporteurs, ce qui rend les
cellules résistantes a nouveau sensibles au treitierat permet une réversion partielle ou
totale de la résistance multiple aux agents chimdiatpeutiques.
Plusieurs types de modulateurs peuvent induirdnéagmene :

- Des composés inhibiteurs : leur fixation sur lat@iree transmembranaire empéche le

transport des agents anticancéreux par compétition.

- Certains anticorps dirigés contre un épitope erthalaire du transporteur
potentialisent la cytotoxicité de médicaments iowpdis dans le phénotype de
résistance de facon dose-dépendante. Cet antieotpsine une augmentation de la
concentration intracellulaire en bloquant I'effldes médicaments. La fixation de
anticorps a la protéine entrainerait un changdmmnformationnel de celle-ci
empéchant le transport de Il'anticancéreux coadininisu alors entrainerait la

resensibilisation de la cellule cancéreuse paunticancéreux (Mickisch 1992).

D’autres stratégies sont également en cours d’étiade
- les immunotoxines : une combinaison d’'un anticalipgé contre ces méme épitopes
avec une endotoxine d@seudomonasqui S’avérerait létale pour les cellules

cancéreuses résistantes (Fitzgerald 1987).
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- La stratégie anti-sens : un oligonucléotide compléiaire de la séquence d’ARNm de
la protéine cible, a savoir le transporteur, s'igdarait sur cet ARNm et en

empécherait ainsi la synthése.

- L'encapsulation d'agents anti-cancéreux dans dessdimes, de méme que la
conjugaison de médicaments a la transferrine (ddotcine-transferrine), peuvent
augmenter les concentrations intracellulaires dedicaénents dans les cellules

cancéreuses (P. Lemieux et M. Page, 1994)

- Des inhibiteurs de kinases peuvent agir indirectdmsur le transport des
anticancéreuxvia ces transporteurs. En effet, les protéines kingsesnt un role
essentiel dans la phosphorylation des transportewtiqués et dans la régulation du
transport par cette phosphorylation (phénoméenesreés avec la P-gP (Basu, 1993,
Bates 1993)).

- Des modulateurs permettant une activation d’efftlex gluthation. Par fixation au
transporteur, ces molécules seraient capableswBacin efflux de glutathion soudain
et massif. Une mort des cellules cancéreuses pgt@ge a été observeée, corrélée a

cet efflux.

Dans la conception de nouveaux modulateurs plufs att plus sélectifs des transporteurs
ABC, plusieurs approches peuvent étre mises enexeuvr

Dans le cas de la conception d’inhibiteurs d’ABC&2de MRP1, les difficultés comme pour
d’autres transporteurs ABC, sont nombreuses. Talodd I'absence de structure cristalline
3D, rendant impossible toute approche rationnélie.deuxieme difficulté provient de la
grande variété, chimique et structurale, des satssteconnus par la protéine, il est alors
difficile d’établir un modeéle d’inhibiteur. La déuawverte et I'optimisation de nouvelles
substances actives pour ces cibles devront alofergker sur le criblage de molécules et
I'étude des relations structure-activité des sgankids ou encore sur l'utilisation d’'un modele
structurel par homologie de séquence. Ce modélaaidepermettre une conception
« rationnelle ».

L’'analyse de la littérature montre clairement gee dtratégies poursuivies reposent toutes sur
le criblage de molécules afin d’identifier une nmoie touche (hit), qui devra subir des
modifications de structure ou pharmacomodulatiom afoptimiser son activité. Cette

approche a déja permis la découverte d'inhibitaé@s actifs.
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[11.3.1. Exemples d’inhibiteurs de MRP1

Outre les travaux biologiques qui visent I'élucidatde la structure, la localisation des sites

actifs et du mode d'action, la plupart des effortsété axés sur la recherche de molécules qui
agissent comme inhibiteurs de MRP1. En raison mheditades structurales et fonctionnelles
entre la P-gp et MRP1, il est logique que la plugas inhibiteurs de la P-gp aient été testés
pour leur effet sur MRPL1.

Les composés conduisant a une inhibition de MRR1t sprésentés ci-apres (Figure 10)
(Boumendjel 2005). L’interaction entre les flavated et MRP1 a été indiquée pour la
premiere fois par Versantvoort en 1994, qui a déréogue des flavonoides connus tels que
la génistéine, la biochanine A, I'apigénine et leeigétine pouvaient inhiber I'activité de
transport de MRP1 (Versantvoort 1994). Depuis, demlireuses molécules appartenant a
différentes familles ont été rapportées. Hormigdptidomimétigue, nommé TER199 (Figure
10) qui a été concu de fagcsemi-rationnelle(analogue du GSH), tous les autres inhibiteurs
ont été obtenus par modifications aléatoires de dlitenus par screening de chimiothéques.
La diversité structurale de ces inhibiteurs laipsaser que ce transporteur est multi-sites,
capable de reconnaitre un grand nombre de molécGletse variation structurale indique

également que toute conception est rendue difficile
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Figure 10. Inhibiteurs connus de MRPL1.

111.3.2. Ligands de MRP1 agissant comme activateurs

De nombreuses investigations ont été menées surlMRRs le but de moduler son activité
qui concourt au phénotype MDR. Comme nous l'avangigné, des efforts ont été axés sur

la recherche de molécules qui agissent comme itehbitsi de MRP1. Une des stratégies
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utilisées pour identifier des inhibiteurs de MRP4t @exée sur le criblage de certains
inhibiteurs connus d’autres transporteurs. Parraiinbibiteurs, le vérapamil, inhibiteur de
référence de la glycoprotéine-P (Naito 1989), qmirévele inefficace pour restaurer la
sensibilité & la vincristine des cellules cancéesuslu col de l'utérus résistantes et
surexprimant MRP1 (Cole 1994). Le méme phénomeéneobservé sur des cellules
leucémiques traitées a I'épirubicine (Davey 19%5).revanche, dans la derniere décennie,
plusieurs études ont démontré la capacité du vemhpa sensibiliser les cellules par la
déplétion en GSH transponéa MRP1. Grech et ses collaborateurs illustrent ceanpmeéne.
Leurs résultats montrent que la modulation de leotoyicité a I'étoposide de cellules
leucémiques surexprimant MRP1 est liee aux changentans le métabolisme du glutathion
plutbt qu'a des changements dans l'accumulatiosytitoxique (Grech 1998). Les auteurs
proposent alors une amélioration de la cytotoxidiél’étoposide par le vérapamil non pas
corrélée a son accumulation intracellulaire mais &timulation de I'efflux de GSH. Des
étudesa posteriori ont appuyé cette hypothése : le vérapamil, sares tédnsporté, peut
stimuler I'efflux du glutathion par MRP1 (Loe 200®ar la suite d’autres investigations ont
démontré la capacité du vérapamil & induire unueffle GSH entrainant I'apoptose cellulaire,
phénomene ne faisant pas intervenir de cytotoxiduese sens, I'effet du vérapamil est alors
étudié en 2004 sur des cellules de hamster (BHKu#2hsfectées, surexprimant MRP1. Ces
cellules sont sélectivement tuées contrairementcaliyles BHK-21 parentales. Cette mort
sélective est reliée a I'extrusion rapide et masgiu glutathion intracellulaire (Trompier
2004) (Figure 11). Un nouveau concept voit aloele, celui de I'apoptose provoquée.

VERAPAMIL I { .
: GSH/
)

MRP1

. APOPTOSE

Figure 11 Schéma du mécanisme d’apoptose provoquée.

Lors de cette étude, I'effet apoptotique d’'un dériedé du vérapamil, le NMeO#klla
également été rapporté (Barratin 2010). Ce dérast avéré 10 fois plus apoptogéne que le
vérapamil avec une gde 0,1 uM (Figure 12). Mais le vérapamil et sorivééprésentent le
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désavantage d'étre fortement cardiotoxique aux exunations utilisées en modulation du
phénotype MDR. De plus, ces deux molécules étaindleb, des études ont été menées sur
l'activité de chaque énantiomére. Il a été ainabBtque cette chiralité a une influence sur la
capacité a stimuler le transport de glutathion (RO80b). En ce qui concerne le vérapamil,
seul I'ilsomereS induit I'apoptose par efflux massif de glutathialors que I'énantiomer®
resensibilise la cellule a la vincristine par intidn de MRP1 (Perrotton 2007). Ces récentes
découvertes sur le mécanisme et la modulation ideulction de l'apoptose de cellules
surexprimant MRP1 représentent donc une nouveleoape dans le traitement sélectif des

tumeurs résistantes.

HsC.__CHj CH,

HsCO N R,
G

H5CO N Ro

vérapamil . R1 = OCH3, R2 = OCH3, R3 =H
NMeOHl, : R, =1, R, = OH, Ry = |

Figure 12 Structure du verapamil et de son dérivé iodé.

Par la suite, d’autres travaux ont montré que @a®moides d’origine naturelle peuvent étre

de bons inducteurs d’efflux du glutathion (Lesli@03, Nguyen 2003, Kachadourian 2006)

(Figure 13). En 2007, il a été demontré que l'apigé est capable d’induire la mort des

cellules de type Hela surexprimant MRP1 (Laberg@720D’autres dérivés de flavonoides, a

savoir des flavones et des flavonols prénylés syisths au laboratoire, ont présenté une
activité d’'induction d’efflux de GSH (Perroton 2097
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OH Epicathéchine g OH O Silymarine

Naringine

Figure 13. Structure des dérivés de flavonoides identifiésme inducteurs d'efflux du

glutathion.

111.3.3. Exemples d’inhibiteurs sélectifs d’ABCG2.

En raison du réle d’ABCG2 dans l'efflux d'un grammmbre de médicaments anticancéreux,

le développement d’inhibiteurs de ce transportemrésente une stratégie trés intéressante
visant a contourner la chimiorésistance induite ggar expression ou sa surexpression dans
les cellules cancéreuses. De part leur fonctiaur, égpression dans de nombreux organes et
leur role dans I'efflux de nombreux cytotoxiquess inhibiteurs d’ABCG2 ont fait I'objet de
nombreuses études. Actuellement, différents congposé été identifiés dont certains sont
particulierement actifs et sélectifs.

Les inhibiteurs sélectifs connus d’ABCG2 sont d'ugeande variété structurale et
appartiennent a des classes chimiques différeriiggiré 14). Les stratégies qui ont été
adoptées pour identifier ces molécules sont mekipla plus utilisée est celle qui a consisté a
cribler des inhibiteurs connus de P-gp, compte sinlihomologie structurale entre les deux
transporteurs. A titre d’'exemple, I'élacridar (GB928), un inhibiteur de P-gp a été identifié
comme inhibiteur d’ABCG2 (de Bruin 1999) et a etdggement utilisé comme pharmacophore

pour mettre au point des inhibiteurs sélectifs.
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Figure 14. Inhibiteurs connus d’ABCG2 (liste non exhaustive)

Depuis quelgues années, une partie des activitésbduatoire est axée sur la conception et
I'étude de molécules capables de réverser le piygadDR par inhibition d’ABCG2.

Les travaux antérieurs de I'équipe ont permis ditdier plusieurs molécules capables
d’'inhiber sélectivement ABCG2 tels que : des pipég@benzopyranones et
phénalkylaminobenzopyranones (Boumendjel 2005dgstdérivés d’acridones (Boumendjel
2007). Suite a cette derniere étude, une acriddB,|-87, a été jugée aussi efficagevitro
que le GF120918 pour inhiber sélectivement ABCG2tteCacridone a donc fait I'objet

d’investigations supplémentaires et a démontréapadaitéin vitro a inhiber I'efflux d’autres
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anti-cancéreux comme l'irinotécan. Les études mersée des souris xénogreffes par des
cellules embryonnaires humaines de cancer du H#EKR93) ont révélé que le MBLI-87
était capable de potentialiser I'effet de l'irincéé (Arnaud 2011). A notre connaissance, cette
étude est la premiere de la littérature, effectsge un modele animal ABCG2-positif
soulignant tout 'intérét pour le futur de cetteagégie pour contourner le phénomene MDR

découlant de la surexpression d’ABCG2.
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TRAVAUX DE THESE

IV.1. Objectifs

L’objectif recherché au cours de cette these dmitoncevoir, synthétiser et étudier les effets
biologiques de nouveaux ligands de MRP1 et dABCG2.

Les ligands de MRP1 sont destinés a agimme activateurs de MRPfar induction de
I'efflux du GSH qui aboutit & terme a la mort cédive par apoptose. Ces molécules agiraient

commemédicaments anticancéreux ciblant sélectivementdeBules tumorales résistantes

D’autre part, nous avons ciblé la conception ettutié d'une nouvelle génération
d’inhibiteurs d’ABCG2 avec comme ultime but, d’identifier des moléculesutement
actives, ABCG2-sélectives et non toxiques, afimé@mir les conditions optimales pour mener
ces molécules vers les étudmsvivo. Ces composés pourraient étre utilisésassociation

avec les médicaments chimiothérapeutiqEgure 15)

Activateurs de MRP1 Inhibiteurs d’ABCG2

VERAPAMIL

Figure 15. Représentation schématique des objectifs recisrch
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IV.2. Activateurs de MRP1 comme anticancéreux potdiels

ciblant sélectivement les cellules tumorales résmites

V. 2.1. Activateurs de MRP1 : molécules cibles

Nous avons entrepris un travail de prospectiontréesur la famille des flavonoides et en

particulier les flavones et les xanthones. Ci-desseont résumées les démarches de
conception entreprises.

Par ailleurs, les résultats obtenus par I'étuded@apamil comme inducteur d’apoptose dans
les cellules résistantes, font de cette moléculkéfi@rence et I'étalon incontournable dans le
domaine. Dans le but de concevoir des activateluis actifs que le vérapamil et dépourvus

de toxicité, nous nous sommes intéresseés a |'@éades analogues.

Dérivés de flavones

De nombreuses études sur l'interaction des flavanesx les transporteurs ABC et leur
activitt modulatrice du phénoméne MDR ont été séak au cours de ces dix derniéres
années (Boumendijel 2002, Boumendjel 2005).

L’approche pharmacochimique envisagée consistéindrotiuction de modifications ayant
déja montré un impact sur l'affinité¢ des flavonas sles protéines ABC. Ainsi, les

modifications envisagées sont soulignées ci-dessbillastrées dans la figure 16.

- identifier le dérivé de flavone le plus
actif parmi les: flavones, flavonols,
flavanones et flavanols.

- étudier l'impact de I'hydroxylation
sur l'activité.

- identifier les positions les plus

favorables a I’hydroxylation.

Hydroxylation/méthoxylation

- étudier I'impact de la prénylation et

Prénylation/géranylation géranylation.

—
—3 Role de la double liaison (réduction)
—_—
—_—

Présence de nouveaux substituants favorables a I’activitd ~ identifier de nouveau élements

structuraux (substituants) favorables a

I'activité.

Figure 16. Pharmacomodulation des flavones
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Dérivés de xanthones

Des études antérieures ont révélé que des dérevgardhone sont capables d’interagir avec
la pompe P-gp (Noungoué-Tchamo 2000). Plus récemnoentaines xanthones ont été
décrites comme inducteurs de l'apoptose (Matsungfi®63) ou capables de réduire la
croissance cellulaire vitro de lignées cellulaires cancéreuses (Pedro 200®) macision
sur le mécanisme d’action.

L’ensemble de ces éléments nous ont amené a éfedmmtentiel des xanthones a induire
sélectivement I'apoptose parmi les cellules cans@e résistantes et surexprimant le
transporteur MRP1.

Notre approche pharmacochimique est illustrée tafigure 17 (ci-dessous) avec les sites et

types de modifications effectuée :

l - introduire différents substituants

inspirés de ceux trouvés sur les

\ 0 »l« xanthones d'origine naturelle mais
8 1 , .

7 2 également des substituants du

o 3\ vérapamil, d’autres modulateurs ou

6
4
/ ,f \ substrats connus de MRP1.

- cibler les positions ayant déja montré
—_— hydroxylation/méthoxylation/NH,
—_— O-prénylation

—_— Remplacement bioisostérique de O par NH

un impact positif sur I'affinité pour des

transporteurs ABC.

Figure 17. Pharmacomodulation des xanthones.

Dérivés de vérapamil

Le choix porté sur I'étude des dérivés de vérapanpour objectif de mettre au point des
structures dépourvues du motif identifie comme oaspble de la cardiotoxicité. En effet, des
études de relation structure-activité du vérapamtl conclu que la suppression du groupe
cyano et/ou de la chaine isopropyle aboutissemsaldrivés non cardiotoxiques (Loe 2000b).
La figure 18, suivante, représente la structurecgde de ces composeés et notre approche

pharmacochimique.
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- dépourvus des groupements cyano et
Me Me M
e isopropyle,

MeO N OMe
N \/\C[ - possédant deux fragments
MeO OMe L. .
vérapamil diméthoxyphényle
- possédant une amine tertiaire,

importante pour I'activité d’efflux du

choD : OCHs| | GSH.
---------- (X
H,CO oCH,| |~ ayant une chaine carbonée séparant

les deux fragments diméthoxyphényle

tres proche de celle du vérapamil.

Figure 18 Pharmacomudulation du vérapamil.

IV.2.2. Synthese, activité biologique et relatidrusture-activité des

dérivés de flavone

IV.2.2.1. Synthése des dérivés de flavone

Une des principales voies de synthese des flavamé mise au point par Allan et Robinson
en 1924 (Allan 1924). Elle consiste en la condeosata température élevée, d’'une 2-
hydroxyacétophénone avec un anhydride benzoiquenikeu basique (Schéma 1). Les
faibles rendements obtenus selon cette méthodeoaduit a de nombreuses adaptations. Une
des plus connues est celle de Looker et coll qwnaplacé le benzoate métallique par une
amine tertiaire. Celle-ci joue a la fois le réle Hase et de solvant, permettant ainsi
d’augmenter les rendements au-dela de 60% (LodkeéB)1 Par ailleurs, d’autres méthodes
utilisant des conditions de condensation différemet été récemment décrites (Dahlén 2006,
Bennardi 2007).

Schéma 1Voie de synthese d’Allan et coll.

L’acces aux dérivés de flavones (Figure 19), caatdithducteurs d’apoptose, a été envisagé
selon deux méthodes de synthese.
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Figure 19. Dérivés de flavone substitués.

La premiere méthode de synthése est basée surtihessy d’Allan modifiée et comporte
quatre étapes. Les dérives de flavones sont obteauspartir de la 2,4,6-
trinydroxyacetophénone et un dérivé de chlorureideabenzoique. Dans un premier temps,
la 2,4,6-trihydroxyacétophénone est protégée sédmment en  2-hydroxy-4,6-
dimethoxyacétophénone apres traitement par un ee&smeéthylsulfate en milieu basique.
L’acétophénone protégée est traitée par un chlatigeide benzoique pour donner I'ester
correspondant. Ce dernier est alors traité par KgdiH permet une déprotonation sur le
méthyle de I'acétophénone, qui par attaque nuciépttramoléculaire du carbanion sur le
carbonyle, forme un hétérocycle a six atomes. Enfintraitement en milieu acide fort permet
une déshydratation et donne la flavone (Zembow@8Y1Pour obtenir des dérivés de flavone
hydroxylés sur le cycle A, une derniere étape ésessaire et consiste en une déprotection de
la flavone méthoxylée en présence d'un excés dwotriure de bore (BBy dans le

dichlorométhane. Cette méthode a permis I'obtentiertrois dérivés (Schéma 2 et Figure

20).
R
M M
HO OH  Me,S04 KoCOs M OMe O»—@—R
> > |MeO (@)
acétone, reflux, 24 h pyridine, 100°C, 1h \Q;(

OH O OH ©

OMe O

100°C, 1h

‘ )
MeO o O H2S04 : AcOH o°
< (10:2) [MeO 0
BBrs, DCM |
- 100°C, 1h

t. a., 24h
OMe O

R - l KOH, pyridine

OMe O

Schéma 2Schéma de synthese des dérives de flavone.
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OH O OMe O OH O
1(12 %) 2 (19 %) 34 %)

Figure 20. Structures et rendements des trois composeésuten

Afin d’améliorer les rendements de cette méthodesmous sommes intéressés a une autre
méthode qui passe par un intermédiaire 1,3-diplpéogEnone (chalcone), obtenu par la
condensation de la 2,4,6-triméthoxyacétophénodéiatdérivé de benzaldéhyde (Schéma 3).

La chalcone obtenue subit ensuite une cyclisatiegdante pour donner la flavone
correspondante en une étape (Yao 2007).

R R
=e AW [ - Me0 OH O MeO 0 O
I O )
I, DMSO
EtOH : KOH §% dans l'eau m
OH O (1:1) OMe O ,

OMe O

t.a., 24h

Schéma 3Schéma de la deuxieme méthode de synthése.
Les rendements globaux des étapes 2 et 3 de céttmde sont de I'ordre de 60%. Bien que

ces rendements restent encore optimisables, laeséguréactionnelle de cette deuxieme
méthode est plus efficace que la premiere (TatB¢au
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N° R, R> Rs R4 Rendement final (%)
5 OMe H OMe NQ 85

6 OMe H OH NG 41

7 OMe H OMe  OEt 85

8 OMe H OMe F 35

9 OMe H OH F 2

10 OH H OH F 3

11 OMe I OMe iPr 10

12 OMe H OMe iPr 10

Tableau 5 Tableau récapitulatif des résultats issus dedexdeme méthode de synthese.

Dans ces deux méthodes de synthese, la réactidéndéthylation s’est avérée étre I'étape la
plus délicate. Lorsque la réaction a été rendusiples les rendements sont tres faibles. Sur
certains composés, nous ne sommes pas parvenusomposés hydroxylés et ce, méme
apres plusieurs conditions de démeéthylation décu@ns la littérature : BBrAICl; BClg

HBr, HI (Greene, 1999).

Nous nous sommes intéressés par la suite a larptigpade la 4’-aminoflavone. Trois raisons
ont guidé ce choix. D'une part, I'amine est un sistere de I'hydroxyle et peut étre
intéressant pour ['établissement de relations airgeactivité en comparaison avec
I'apigénine. Ensuite, la préparation de 'amindatavec le compos® nitré, qui est obtenu
en une étape avec de tres bons rendements. Diarttde groupement amine peut permettre
facilement l'acces a d’autres séries de dérivédepgreffage de différents substituants. Nous
avons synthétisé le dérivée de flavone aminé pauatézh de la 4’-nitroflavoneb. Cette
réduction s’effectue en présence du chlorure diétg8nCh) en milieu acidevia un

intermédiaire hydroxylamine pour donner I'aminerespondante (Cholody 1990) (Schéma

4).
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SnCl,, HCI conc.

100°C, 3h
OMe O OMe O

13 (50 %)

Schéma 4Préparation du composé amineé.

L’amine obtenue a été couplée avec différents andsrd’acide convenablement substitués en
présence de BOP-CI (Bis(2-oxo-3-oxazolidinyl)phasmh chloride) comme agent de

couplage (Schéma 5).

NH, H R,
n
Cl R4 MeO (@) O
n Ry
TEA, DCM |
b aowvon [ 2 L
Rz t.a., 15h
OMe O Rs OMe O 14-19

Schéma 5 Schéma de synthése du couplage entre la flavamieéa et un chlorure de
benzoyle.

Cette méthode de couplage nous a permis d’obtenitéivés avec des rendements
acceptables de 50 a 80% (Tableau 6).

N° R R> R3 n Rendement de couplage (%
14 F H F 0 78
15 H OMe OMe 0 71
16 H H OMe 0 65
17 H OEt H 0 52
18 H F F 0 51
19 H OMe OMe 1 65

Tableau 6 Tableau récapitulatif des résultats issus du ¢age.

Synthese des dérivés de flavonols
Une double liaison entre les carbones 2 et 3 et hydroxylation en position 3, sont

caractéristiques des flavonols (Figure 21).
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Ry 02
(21e)
3 OH

R, O

Figure 21 Flavonol substitué

La méthode que nous avons adoptée pour accédsrciegosés nécessite la préparation au
préalable de la 2,4,6-trihydroxy-méthoxyacétophénone. Cette derniére est obtempaetia

du 1,3,5-trihydroxybenzene (phloroglucinol) et diéthoxyacétonitrile selon la méthode
décrite par Wahala et collwahala 1991) (Schéma 6). Le flavonol est syrnigééin deux
étapes a partir de la 2,4,6-trihydroxyméthoxyacétophénone. Sa condensation avec un
chlorure de benzoyle substitué de facon appromiéprésence de,KO; dans de l'acétone
donne la dicétone qui n’est pas isolée, mais direent cyclisée par traitement avec du KOH

50% dans le méthanol pour conduire a la 5,7-dinggdméthoxy-flavonel (Schéma 6).

OH HO OH HO OH
e H HCI gazeux H,O
- 2—0OCHs Et,0 OMe reflux, 2h OMe
(@)

HO OH OH NH OH

K,COs3, acétone
reflux, 24h Cl

HO O KOH 50% HO OH
BBr3, DCM dans le méthanol O OMe O
B ——————
t. a., 24h reflux, 4h
OH O OH O O
4 (43 %)

Schéma 6Préparation des flavonols.

IV.2.2.2. Evaluation biologique des dérivés de flamnes

Les composeés synthétisés sont testés chez nosgeetebiologistes a I'Institut de Biologie

et Chimie des Protéines, dans I'équipe « Mécanisim®odulation de la Résistance aux
Drogues » dirigée par Dr. Attilio DI PIETRO.

Ces composés sont évalués selon deux tests :

Test 1. Mise en évidence de la capacité des molécuiasdifier le niveau intracellulaire de

GSH de deux lignées cellulaires:

48



- Baby Hamster Kidney-21 sauvad@HK-21 wt) utilisées comme contréle.
- BHK-21 transfectées par le géne MRBHK-21-MRP1).

Test 2: Test de cytotoxicité qui permet de vérifier igbence d’'une corrélation entre I'efflux
du GSH et la mort cellulaire. Ce test a été réaligéles composés provoquant un efflux de
GSH supérieur a 40 % et est effectué sur deuxégéllulaires :

- des celluleNCI-H69 sensibles, issues d’'un cancer du poumon a peétkses.

- des celluleH69AR résistantes surexprimant MRP1, obtenues par etiqosies cellules
NCI-H69 a I'adriamycine.

Le premier test (test 1) constitue une méthodeaeatk de dosage par cinétique enzymatique
qui permet de mesurer, de maniére automatiséepriaeatration intracellulaire totale en
glutathion aprés traitement par la molécule étudiée

Cette détermination a été effectuée en utilisanhé&hode enzymatique de Tiezte (Tietze,
1969), adaptée par Anderson (Anderson 1985). Leenartotal en glutathion correspond a la
somme du glutathion (GSH) et du glutathion oxyd&$G). Cette réaction est basée sur
I'activité de réduction de GSSG en GSH par la G8Huctase, au dépend de I'oxydation
d’'une molécule dg-NADPH (B-Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate). L8HG
total ainsi formé permet la réduction d’'une molécde DTNB (réactif d’Ellman ou acide
5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoique) en 2 molécules B de couleur jaune (acide 2-nitro-5-
mercaptobenzoique) qui sont alors quantifiées paprdance a 412 nm (Figure 22). Le
contenu total en glutathion est finalement quantifiar comparaison avec une courbe
d’étalonnage. Le résultat obtenu correspond a dsages en triplicat.

Le taux de GSH est déterminé a une concentrati@®ddeM de la molécule étudiée.

2 TNB GSSG NADPH
412 nm

Glutathion Réductase

DTNB 2 GSH NADP*

Figure 22 Principe du dosage de GSH intracellulaire total.
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Le deuxieme test biologique effectué est un teslTMjui permet d’évaluer la toxicité des
composés par une méthode de numération des celivstes. C'est un test colorimétrique
basé sur le clivage d'un réactif de couleur jaundTM en un produit détectable
spectrophotométriquement. En effet, le MTT esté&len formazan suite a I'action de la
succinate-tétrazolium réductase appartenant a laineh respiratoire mitochondriale
uniqguement dans les cellules métaboliquement acti@eci conduit a la formation d'un
précipité de couleur violette dans la mitochondtiéntensité de la coloration est alors
proportionnelle au nombre de cellules vivantes letua activité métabolique. Ce test permet
alors de mettre en évidence la cytotoxicité de [@éoule et ainsi de calculer leur siC
(concentration a laquelle on atteint 50 % de melitutaire) (Figure 23).

Réduction

/N °N mitochondriale
_ ,'\[a » .NH
N"NN N N

Formazan

Figure 23.Schéma de la réaction enzymatique du test MTT.

Bilan des résultats biologiques des dérivés deofiav

Le tableau 7, ci-dessous, dresse le bilan deststasc des 42 dérivés testés. Parmi ces
Composeés, certains ont été obtenus antérieurement.

% %
. Efflux . Efflux
Molécule Structure ~ | Molécule Structure B
net de net de
GSH GSH

Flavone | 41 Flavanone O 4
o o)
3-hydroxy- 5-hydroxy- 0 O
yaroxy 12 yaroxy O I 64
flavone flavone
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6-hydroxy- 7-hydroxy- 0 0
yerory 17 yerxy | 76
flavone flavone
(6]
6-amino- 7-amino-
12 25
flavone flavone
7-methoxy- MeO o O )
O | 42 Chrysine 77
flavone
o]
Galangine O 85 Apigénine 43
Kaempféro o
| 73 Myricétine 10
10 75 1 47
6(3,3DMA)
3 39 ] 39
-chrysine
6(3,3DMA) 8(3,3DMA)
) 24 ] 46
-galangine -chrysine
8(1,1DMA 8-géranyl-
( ) 59 gérany 50
-galangine chrysine
6-géranyl-
gerany 87 13 49
chrysine
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OMe
H
O N OMe
O

MeO o
14 | o, - o O I 54 15 (] 2
O I OMe O
OMe O
OMe
MeO (0] (e} MeO. O (e}
16 O | 0 17 O | 1
OMe O OMe O
H OMe
MeO 0] O m
18 15 19 O [ OMe 14
OMe O
8(1,1DMA)
8(1,1DMA) 59 -30Me- 43
-apigénine galangine
8(3,3DMA)
-30Me- 58 4 66

galangine

2 0 5 0

6 36 7 27

8 44 9 43

11 12 12 15

OMe O

Tableau 7.Bilan des dérivés de flavone testés a 20 uM. DMAiméthyl allyl.
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Sur ces 42 dérivés de flavone testés, 21 ont unaté@d’efflux de GSH supérieure ou égale a
40 %. Le diagramme suivant (Figure 24) illustrerfessures de I'activité d’efflux net de GSH

des molécules induisant un effet supérieur a 40%.

Efflux net de GSH des dérivés de Flavone

Figure 24. Représentation de I'efflux net de GSH supériedd &b des dérivés flavone testés
a 20 pM. Les résultats sont exprimés en % d'efflak GSH / quantité de protéine. Le
pourcentage d’efflux net de GSH est la différenctreele pourcentage d’efflux dans les
cellules BHK-21 WT (sensibles) et le pourcentageffldx dans les cellules BHK-21

surexprimant MRP1 (résistantes).

Pour évaluer la cytotoxicité de ces 21 moléculesireti déterminer leur kg, un test MTT a
été effectué. Sur les 21 molécules, 11 ont pu f&séées a ce jour pour leur activité
cytotoxique (Tableau 8). L'I§; de trois molécules testées n'a pu étre détermanégcune
mort cellulaire n’a été observée avec la gammeodeantrations étudiée. Trois molécules ont
présenté une Kg inférieure ou égale a 10 uM. Aucune toxicité dedétules testées n'a été

observée sur les cellules contrble dans les comgititilisées.

53



Molécule e —
NCI-H69 (MRP1-) | H69AR (MRP1+)

Vérapamil S >100 puM 5
Vérapamil R/S | >100uM 15
Chrysine nt nt
6-géranyl-chrysine nt nt
8(3,3DMA)-chrysine nt nt
8-géranyl-chrysine nt nt
Apigénine nt nt
8(1,1DMA)-apigénine nt nt

Galangine >100 pM >100 pM
8(1,1DMA)-galangine nt nt
8(1,1DMA)-30Me-galangine nt nt
8(3,3DMA)-30Me-galangine nt nt
Kaempférol nt nt
Flavone >100 pM 24
5-hydroxy-flavone >100 uM 21
7-hydroxy-flavone >100 uM 13
7-methoxy-flavone >100 uM 50
1 >100 pM 10
4 >100 pM 8
8 >100 pM 96

9 >100 uM >100 pM
10 >100 pM 7

13 >100 pM >100 uM

Tableau 8. Cytotoxicité (exprimée en g des molécules provoquant un efflux de GSH
supérieur ou égal a 40 %. Sont indiquées les m@éawon testées (nt en blanc), molécules

testées (bleu) avec les molécules les plus efBdgdeu foncé).

IV.2.2.3. Relations structure-activité

A notre connaissance, aucun travail de pharmacaehita été effectué a ce jour pour étudier
'effet des flavonoides, de xanthones et de vérdpaomme inducteurs d’apoptosaa
MRP1. Lorsque ce travail de thése a débuté, seldes études étaient connues : une étude

effectuée sur des composés analogues du vérapamiéquipe de Cole (Loe, 2000b), et les
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travaux issus du laboratoire du Dr. Di Pietro, itnstde Biologie et Chimie des Protéines sur

le vérapamil, son dérivé iodé et quelques flavdesiPerrotton, 2007).

Une partie de cette these se voulait étre un travaspectif afin d’identifier des molécules
chefs de file puis de débuter la pharmacomodulatien ces hits comme inducteurs
d’apoptose. L'évaluation biologique a été réalisdesoumettant les molécules synthétisées a
un test de dépistage pour évaluer leur capacit@ddifier le niveau de GSH intracellulaire
puis a un deuxieme test afin de mesurer de facmcornitante I'efflux de GSH et leur

cytotoxicité.

Relations structure-activité des dérivés de flavone

Comme nous l'avons déja souligné, l'objectif prpadi de ce travail était d'identifier les
éléments structuraux contribuant a l'effet des dlas sur I'efflux du glutathion dans les
cellules surexprimant MRP1. Ainsi, nous avons dhés noyau flavone non substitué
comme « lead». Les modifications structurales enges, en vue de l'optimisation de
l'activité, consistent en l'introduction de différes substituants choisis parmi ceux qui ont
déja demontré leur effet positif sur les interatsiaes flavones avec des protéines ABC. Les
positions ciblées comme site de substitution sasisiacelles qui sont reconnues comme
sensibles.

Effet de la double liaison C2-C3

Comme le montre le tableau 7, testée guRD la flavone a induit un effet sur I'efflux du
glutathion de 40%. La réduction de la double lini€P-C3 (dihydroflavone, appelée aussi
flavanone) a abouti & un composé inactif. Cettetepatactivité indique clairement
'importance de la double liaison C2-C3 comme eefté démontré précédemment avec P-gp

et ABCG2 (Boumendijel 2002, Zhang 2004).

Effet de I'hydroxylation sur le noyau A

Un groupe hydroxyle a été introduit sur les posgioC-3 (3-hydroxyflavone), C-5 (5-
hydroxyflavone), C-6 (6-hydroxyflavone) ou C-7 (yeloxyfalvone). Le choix de ces
positions est guidé par le fait que les flavonesunedles sont fréquemment isolées
hydroxylées sur ces carbones. Comme le montrebleaa 7, la 5-hydroxyflavone et la 7-
hydroxyflavone sont les plus actives en induisamtnet efflux du GSH de 64% et 76%,

respectivement. Notons que ces €léments pharmaggpés sont semblables a ceux mis en
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evidence lors d'études d’interactions des flavomgsc ABCG2. Afin de veérifier si le
remplacement d’un hydroxyle par un bioisostere, menun groupe amino (NjHest permis,
nous avons testé les analogues 6-aminoflavoneamiffeflavone. Les effets induits, plus
faibles que leurs analogues hydroxylés, viennenfiroer le role prépondérant du groupe
OH. La substitution du OH en 7 par un groupe mégte>qui supprime la capacité donneur
de liaison hydrogéene de I'hydroxyle tout en conaat\sa capacité accepteur, a abouti a une
nette baisse defflux. Ceci souligne le role pridiat de I'hydroxyle a cette position,
probablement en tant que donneur de liaison hydegé

La présence simultanée de deux hydroxyles en C-&-@t(chrysine) n'a pas amélioré
'activité de la 7-hydroxyflavone. Il est intéressade constater que I'hydroxylation en
position C-3 de la chrysine n’a pas aboli I'actviCe résultat qui peut étre considéré comme
surprenant, est intéressant. Il démontre clairemeroncept classique en chimie médicinale,

gu’est la complémentarité entre les substituants.

Effet de I'hydroxylation sur le noyau B

Il peut étre évalué par la mesure de l'activitéfftii® du GSH de I'apigénine, kaempférol et
myricétine. Globalement, ces résultats indiqueng¢ djbydroxylation joue plutét un role
négatif sur cette partie de la molécule. La ausskésultat est superposable aux travaux
antérieurs du laboratoire, montrant que I'hydrotigla de ce noyau est synonyme de

diminution de l'affinité des flavones pour les gotes P-gp et ABCG2.

Effet de ’halogénation sur le noyau B

Lors de travaux antérieurs du laboratoire, il aretaent été établi que la présence d’'un
halogéne sur le C-4’ d’'une flavone était tres fabde pour I'affinité a la P-gp. Aussi, nous
avons voulu vérifier I'impact de ce parametre swfflux du GSH dans les cellules
surexprimant MRP1 en choisissant la chrysine commoéele. Comme le démontre le tableau
7, lintroduction du fluor (compos&0) n'a pas de réel impact sur l'efflux tandis que la
bromation (composé) a clairement un effet négatif. Cette différenetps’expliquer par
I’hydrophobie et/ou taille de I'atome de brome géifavorise I'activité. Le role négatif des
deux derniers éléments (taille et hydrophobie)gacéhfirmé par la synthése et I'évaluation de
la 4'-tert-butylchrysine (compose): 38% d'effluxvs 47% pour la 4’-bromochrysine

(composél).
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Effet de la prénylation sur le noyau A

Les flavones sont frequemment isolées sous forraeypFes. Cette prénylation, confére aux
flavonoides hydroxylés un caractére amphiphiler lgermettant une meilleure interaction
avec leur cible. L'interaction des flavonoides ptéa avec les deux transporteurs, P-gp et
ABCG2 a été étudiee et a démontré son impact wetifp Dans le cadre de notre étude, le
réle de la prénylation a été vérifié en utilisamtchrysine et la galangine comme modeles.
Comme le montre le tableau 7, la prénylation deHeysine et de la galangine en C-6
(6(3,3DMA)-chrysine et 6(3,3DMA)galangine) ou en 8C-(8(3,3DMA)-chrysine et
8(1,1DMA)-galangine) provoque une diminution d’a¥ldu GSH. La géranylation en C-8 (8-
géranyl-chrysine) n’est pas non plus favorableétivité alors que la géranylation en C-6 (6-
géranyl-chrysine) semble augmenter légerementivigetpar rapport a la chrysine. La
géranylation en C-6 permet peut étre de combinesiglrs parametres favorables a
I'activité comme I'augmentation de I'’hydrophobieneumeilleure occupation de I'espace du
site actif avec une forme linéaire de la moléculecemparaison a la 8-géranyl-chrysine qui
s’oriente dans une autre direction de I'espaceiduastif. Il était intéressant de poursuivre
ces investigations avec d’autres flavones.

Le travail de pharmacomodulation s’est poursuivisdeobjectif d’utiliser la chrysine comme

« lead » optimisé relativement a la flavone ettddiduire de nouveaux motifs structuraux sur
le carbone C-4’ du noyau B. La stratégie a consstda synthése de la 4-aminochrysine
protégée sur les OH en 5 et 7 pour permettre dchiction de nouveaux motifga une
liaison amide. Dans ce cadre, nous avons synthatieésérie de molécules porteuses de
différents substituants greffés sur I'azote. Lelsssituants greffés sur I'azote ont été choisis
parmi ceux retrouvés dans le vérapamil comme le-dix@thoxyphényl ou 2,3-
(diméthoxyphénéthyle) ou simplement des phénylestgués. Ainsi plusieurs dérivés ont pu
étre synthétisés sous leur forme protégée (5,7tdomg). Malheureusement les différentes
tentatives de déprotection n'ont pas permis d'dbtées dérivés désirés. Des réactions
secondaires importantes, comme par exemple I'hysieadle I'amide, ont été observées.
Comme prévu, l'activité d’efflux du GSH des déesv@éthoxylés s’est révélee tres faible. Le

choix d’'autres groupes protecteurs plus facile@atéger pourrait apporter une solution.

Les molécules les plus actives sur I'efflux de gllbton n'ont pu étre toutes testées pour leur
effet apoptotique (tableau 8). Mais des résultatélirpinaires rendent compte que
I’hydroxylation en C-5 et C-7 est favorable a ldatgxicité, puisque sur tous les composés

testés les plus efficaces sont la 7-hydroxyflavateles composéd, 4, 10 qui sont
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monohydroxylés en 7 et dihydroxylés en 5 et 7 rethpament (Figure 25). La galangine qui
se trouve étre active pour effluer le glutathionré&egle inefficace pour induire la mort des

cellules cancéreuses.

OH O
7-hydroxyflavone 1 4 10
(ICsp=13 uM) (IC5,= 10 pM) (IC5o=8 uM) (IC5o=7 uM)

Figure 25. Structure des flavones activateurs de MRPL1 les efficaces.

IV.2.3. Synthese, activité biologique et relatidrusture-activité des

dérivés de xanthone.

IV.2.3.1. Synthese des dérivés de xanthone

Des xanthones d'origine naturelle ont été décemame inducteurs d'apoptose dans des
cellules leucémiques humaines, mais aucun mécardgugon n'a été reporté (Matsumoto
2003). D’'autres études ont également soulignépaaite de nombreuses xanthones a ralentir
la croissance cellulairen vitro de trois lignées cellulaires cancéreuses difféserfPedro
2002). En outre, les xanthones prénylées ont ététel® pour leur capacité a se lier a un
transporteur MDR, la P-glycoprotéine (Pgp) (Nourggdeghamo 2000). L'activité d'inhibition
des xanthones sur cette protéine ABC (P-gp) aiasilgur capacité a induire I'apoptose de
cellules cancéreuses, nous ont incité a fairentadre sur un des mécanismes possibles reliant
ces deux effets. Notre attention s’est portée san@nthones diversement substituées (Figure
26), ou le type et la position des substituantsé@tinspirés du modéle de substitution des

xanthones naturelles issues des plantes, ou d&jéifides comme ligands de protéines ABC.

Figure 26. Formule générale des xanthones étudiées.
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L'obtention des xanthones a été accomplie par déthades connues (Schéma 7). La
condensation d'un dérivé dacide 2-hydroxybenzoigaeec un phénol substitué
(phloroglucinol ou dérivé de résorcinol) en prégedcin mélange d'acide méthane sulfonique

et de pentoxyde de phosphore@E) a fourni le dérivé de xanthone attendu.

O OH
R—: A/ e | B—R' acide moethane su'lf onique . R
OH HO = 100°C, 30 min

Schéma 7. Schéma de synthese des xanthones.
Cette méthode nous a permis de synthétiser 14&sédg xanthone avec des rendements trés

variables (Tableau 9).

N° R1 R> R3 R4 Rendement final (%)
20 OH H H H 45
21  OH H OMe H 50
22 OH H H Me a7
23 OH H Me H 40
24  OH Me H H 28
25 OH Me OMe H 10
26 OH OH OMe H 40
27  OH OH H H 66
28  OH OH H OMe 95
29 OH OH H Me 25
30 OH Me H Me 22
32 OH OH OH OH 98
41 OH OH H NH-CO-Ck 35
42 OH OH H NH 57

Tableau 9.Tableau récapitulatif des dérivés de xanthone algen
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Les xanthone®-alkylées ont été obtenues par traitement des mapthhydroxylées par un
bromure d’alkyle ou du diméthylsulfate (pour unetimyé&ation) en présence d’'une base, ici le

carbonate de potassium dans I'acétone (Schéma 8).

O

X

0 | /—OR

(@)
| \—OH K,CO;, R-Br ou Me,SO, ou
o _— acétone, 100°C, 24h O

X

| /—OMe

@)

Schéma 8 Schéma de synthese des xanthones O-alkylées.

Les réactions @-alkylation ont permis d’'insérer sur le squelet@thone des substituants
que I'on retrouve sur les xanthones naturellesgetsles groupements prényles ou encore les

groupements méthoxyles (Tableau 10).

N° R; R2 R3 R4 Rendement final (%)
31 OH OMe H H 53
35 OH O-prényl H OMe 11
36 O-prényl O-prényl H OMe 31
37 OH OMe H OMe 19
38 OMe OMe H OMe 31
39 OH O-benzyl H OMe 17
40 OMe O-benzyl H OMe 85

Tableau 10.Tableau récapitulatif des résultats issus des Qiations.

Les déméthylations s’effectuent avec du BBans le dichlorométhane avec de meilleurs

rendements que pour les flavones (Schéma 9 etaahtb).
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BBr;, DCM_

N
| —OMe
= t. a., 24h

O

Schéma 9Schéma de synthese des déméthylations

N° R, R, Rs R4 Rendement final (%)
33 OH OH OH H 56
34 OH OH H OH 24

Tableau 11.Tableau récapitulatif des résultats issus des diéytetions.

Synthése de dérivés d’azaxanthones (acridones)
Afin d’enrichir I'’étude de relations structure-aGt€, nous nous sommes intéressés aux aza

xanthones, connues sous le nom d’acridones (FRilre

Iz

Figure 27.Squelette de base d’une acridone.

Les acridones sont synthétisées en deux étapes lsetnéthode de Tercio et coll. (Tercio
1987), qui consiste en la condensation d’'un détiaéide 2-chlorobenzoique et d’'une aniline

substituée le tout en présence de cuivre |l comatalyseur suivie d’'une cyclisation en

milieu acide (Schéma 10 et Tableau 12).

160°C, 10h
H

(0] o 0
K,CO3, Cu oy
A OH oS 2o P X HPOLPOs (N N
R--B | A —R' alcool isoamilique R B | AR ———> R B | A —R
Lo +H NN = LA A oen N
Cl 2 N

Schéma 10Schéma de synthese d’'une acridone substituée.

61



CrCL,
Rs L ” Rs
N° R1 R2 R3 R4 Rs  Rendement final (%)
43 OMe H OMe H H 53
44 OH OMe H H H 50
45 OMe OMe H H H 40
46 OMe OMe H OMe OMe 40

Tableau 12.Structure des acridones obtenues.

IV.2.3.2. Evaluation biologique des dérivés de xahbne
Le tableau 13 (ci-dessous) dresse l'activité ded&@Wweés de xanthone testés. Le diagramme
suivant (Figure 28) illustre le bilan des mesured activité d’efflux net de GSH de toutes les

molécules ayant induit un taux d’efflux supéried&%o.

, % efflux , % efflux net
Molécule Structure - Molécule Structure -
net GSH GSH
o OH O OH
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Tableau 13.Bilan des dérivés de xanthone et dérives d’acedd@rose clair) testés et
pourcentages d’efflux net de glutathion.
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Efflux net de GSH des dérivés de xanthone

Figure 28 Bilan des dosages d’efflux net de GSH des dédeésanthone testés a 20 uM.
Les résultats sont exprimés en % d’efflux net GQjdantité de protéine. Le pourcentage
d’efflux net de GSH est la différence entre le peatage d’efflux dans les cellules BHK-21
WT (sensibles) et le pourcentage d’efflux danscltules BHK-21 surexprimant MRP1

(résistantes).

Sur ces 29 dérivés de xanthone testés a 20 pMytldne activité d’efflux de GSH supérieure
ou égale a 40 %. Afin d’évaluer la cytotoxicité @is 14 molécules, le test MTT, est effectué
(Tableau 14). Sur les 14 molécules, 11 ont pu &dstées a ce jour pour leur activité
cytotoxique. Les Igy de quatre molécules testées n'ont pu étre détémsriar aucune mort
cellulaire n'a été observée avec la gamme de coratEms étudiée. Trois molécules ont
présenté une Kg inférieure ou égale a 10 uM. Les résultats montégalement que les

molécules ont une trés faible toxicité sur lesutel contréles dans les conditions utilisées.
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Molécule Coo(UM)
NCI-H69 (MRP1-) H69AR (MRP1+)
VérapamilS  >100 UM 5
Vérapamil R/S | >100 uM 15
25 >100 uM >100 uM
26 >100 pM 24
27 >100 pM 33
28 >100 pM 11
29 >100 uM 26
34 >100 pM 51
37 >100 pM >100 puM
38 >100 pM 78
40 >100 uM >100 uM
41 >100 UM 54
42 >100 uM >100 uM
43 nt nt
44 nt nt
46 nt nt

Tableau 14.Tableau récapitulatif des Kg des molécules provoquant une activité d’efflux de
GSH supérieure ou égale a 40 %. Sont indiguéemtdécules non testées (nt en blanc), les

molécules testées (rose clair) avec la molécufdua efficace (rose foncé).

IV.2.3.3. Relations structure-activité des dérivéde xanthone

Egalement sur la base de travaux antérieurs coamterhactivité anticancéreuse des
xanthones (Pedro 2002, Matsumoto 2003) et suritgaraction avec la P-gp (Boumendjel,
2002), nous nous sommes intéressés a leur posdfbtesur I'efflux de glutathion sur des

cellules cancéreuses surexprimant MRP1.

Activité sur I'efflux de glutathion intracellulaire

L’hydroxylation en position C-1 et C-3 joue un raeucial, ce qui laisse supposer que les
groupements OH en C-1 et C-3 sont plus susceptilbftse impligués dans une liaison
hydrogene. Un groupement méthoxyle en positiongsténéfique pour l'activité (composé
28 vs 27). Son remplacement par un groupement hydroxylelwibd une perte substantielle

de l'activité (xanthon84). De maniére surprenante, le remplacement du grongthoxyle en
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position C-6 par un groupe amino (BHcomposé42) ou un groupe trifluoroacétamide
(composétl) conduit a des dérivés actifs tres proches dupaéndl, mais un peu moins actif
gue le compos@8. Le déplacement du groupement méthoxyle en pasiid conduit a une
diminution de l'activité (compos& vs26). La mise en place d'un grou@eprényle en C-1 et
C-3 a été effectuée sur la base de I'étude préte&dssue de notre laboratoire liée a
I'interaction des xanthones avec la P-gp, indiquar@ contribution positive des groupements
prényles. Dans cette étude, comme indiqué parvit#ctdes composés8s et 36, la O-
prénylation est néfaste pour l'activité. Cette l&ibctivité peut étre attribuée a différents
parametres : parametre stérique (taille importdetegroupements prényles) et lipophilie des
molécules (ClogP = 5,29 et 6,46 pour les comp85éd 36, respectivement, contre 3,01 pour
le compos&38).

Le remplacement de l'oxygene intracyclique par tougement isostere NH conduit a des
molécules peu actives. De la méme maniére, le mapient du groupement carbonyle avec
un thiocarbonyle ou sa réduction en alcool (résulba présenté) conduit a la perte compléte
de l'activité.

Mesure de cytotoxicité par le test MTT

Nous avons étudié la cytotoxicité des composésnguiisent plus de 40% de I'efflux de GSH
net) mais nous avons inclus la xanthone la moirtsreadcomposé20) a des fins de
comparaison. Tous les composés testés affichentrasdaible cytotoxicité sur les cellules
NCI-H69 sensibles, avec des valeurs ggl€upérieures a 1Q0M. Les données ont révélé une
nette cytotoxicité induite par le compda@sur les cellules cancéreuses surexprimant MRP1,
du méme ordre de grandeur que celle induite pa€tapamil racémique dans les mémes
conditions (IGo = 11 et 15 uM pour le compo?28 et le &)-vérapamil, respectivement). Le
groupement méthoxyle en position C-6 est bénéfigoie,essentiel (composEB vs 26 et 27),

ce qui concorde avec l'effet observé sur l'efflex@SH. Le remplacement du groupement
méthoxyle en C-6 par un méthy9}, hydroxyle 84), trifluoroacétamide4l) ou amino 42)

a été défavorable pour I'activité par rapport amposé28. Un groupement hydroxyle en
position C-3 (compos@6) est absolument nécessaire pour induire I'apoptesecellules

cancéreuses résistantes MRP1.
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IV.2.4. Synthese, activité biologique et relatidrusture-activité des

dérivés de vérapamil

IV.2.4.1. Synthese des dérivés de vérapamil

Comme nous l'avons souligné précédemment, les gnesodu vérapamil retenus sont des
dérivés qui sont dépourvus des groupements cyarso@iopyle, car ces derniers fragments
jouent un réle important dans la cardiotoxicitéa leté aussi envisagé de maintenir les deux
fragments diméthoxyphényles et une trialkylaminaife tertiaire) qui sont importants pour
I'activité d’efflux du GSH séparés par bras espacknker) de nature variable.

Afin de pouvoir obtenir les dérivés désirés nousnavadopté la méthode décrite dans le
schéma 11 ci-aprés (Nadler 1998). La réaction d@,4adiméthoxyaniline avec différents
chlorures d'acide halogénés sur le carbone termmapermis d’obtenir les amides
correspondants. Les amides obtenus sont ensuitemigaction avec |&l-méthyl-2-(3,4-
dimethoxyphenyl)éthylamine en présence de la tiéthine. La derniére étape consiste en la

réduction de la fonction amide au moyen de LiAldians le THF.

n=1,2 MeO =",

X =Cl, Br X =Cl, Br

OMe
OMe
H i
MeO N @ LT L2S NSrORN OMe
N OMe ni
n' reflux,16 h o) Me
Me MeO

Schéma 11Schéma de synthése de dérivés de verapamil.

TEA, ACN
reflux, 15h

Cette méthode a permis d’obtenir quatre dérivégufiei 29).
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Figure 29. Structures des dérivés obtenus selon la premieteadé de synthése.

Afin d’améliorer les rendements de notre schémaym¢hése, nous avons inversé l'ordre des
deux premieres étapes. Il s’agit de coupleN{méthyl-2-(3,4-dimethoxyphenyl)éthylamine
en premier avec le chlorure d’'acide suivi d’'unecti@m avec la diméthoxyaniline (Schéma
12). Deux chlorures d’acide ont été utilisés, loaire de 2-chloroacétique et le chlorure de
3-chloropropanoique. La réaction des deux chloreside avec laN-méthyl-2-(3,4-
dimethoxyphenyl)éthylamine a donné les amides diter{amideA et amideB) avec des
rendements corrects. Les réactions des amidedadanéthoxyaniline a donné des résultats,
plutét décevants. En effet, la réaction de I'amilevec la dimethoxyaniline a donné le
produit attendu mais avec seulement 15% de rendef@emrevanche, la réaction de I'amide
B avec la méme amine a conduit au produit d’élinnmatle vinylamide (Schéma 12). Malgré

les différentes tentatives, le produit attendumigétre obtenu.
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Schéma 12Synthese de dérivés de vérapamil.

31(15 %)

Dans la méme démarche de conception, nous avomhs vdwduire une structure plus rigide

au niveau de I'espaceur (Figure 30).

WW D”“@E

Figure 30. Structure des dérivés de vérapamil symétriguag i
Le dérive52 a été obtenu en deux étapes : d’abord par couplade 1,4-pipérazine avec le

chlorure d’acide 3-dimethoxyphénylpropanoique, gufourni le dérivé53 intermédiaire,
ensuite par réduction du diamide obtenu par LiXlsthéma 13).
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LiAIHg, THF
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MeO N N OMe
j@/\/ \ / \/\@
MeO 3 OMe
Schéma 13Schéma de synthése des dérivés de vérapamil gymétriblés.

Pour pouvoir comparer I'influence de la nature etla longueur de I'espaceur sur I'activité
biologique, nous avons synthétisé deux autres jiodsus du couplage de lxméthyl-2-
(3,4-diméthoxyphényl)éthylamine avec des espac&utsux et trois carbones (Schéma 14).
Ainsi le dérivé54 est obtenu par couplage entre I'amine et le 1hBadnopropane. Le dérivé
55 a été obtenu par couplage entre I'amine et leditRloro-oxalyle et le dérivé6 est le
produit de la réduction dgb par du LiAIH,,

Gy Br N N
MeO N‘H \/\/ :@N ~ N\
MeO
CI-CO-CO-Cl

OMe
OMe
Me O LiAIH;  MeO N W@
MeO N /\/@ e \/\N OMe

|
O Me
MeO 55 (58%) et

Schéma 14Schéma de synthese des dérives de vérapamil synestiGiblés.

IV.2.4.1. Evaluation biologique des dérivés de vépamil

Le tableau 15 ci-dessous dresse le bilan des gtasctles 10 dérivés testés. Le diagramme

suivant (Figure 31) illustre le bilan des mesuredactivité d’efflux net de GSH de toutes ces

molécules testées a 20 uM.
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Tableau 15 Bilan des dérivés de vérapamil testés et pouaggnt!’efflux net de glutathion.

Efflux net de GSH des dérivés de vérapamil

100

80

60

40

20

BC=20uM

Figure 31.Bilan des dosages d’efflux net de GSH des dédeégrapamil testés a 20 uM.
Les résultats sont en % efflux net GSH / quantt@mbtéine. Le pourcentage d’efflux net de
GSH est la différence entre le pourcentage d’efflars les cellules BHK-21 WT (sensibles)

et le pourcentage d’efflux dans les cellules BHKs@dexprimant MRP1 (résistantes).
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Sur ces 10 dérives de vérapamil testés a 20 uNk semoléculesl a une activité d’efflux
de GSH supérieure a 40 %. L’évaluation de sa cyicité a été effectuée mais aucunegolC
n'a pu étre obtenue a la gamme de concentrationi&eé.

IV.2.4.3. Relations structure-activité des dérivéde vérapamil

L’efflux de glutathion induit par les composeés $giisés a été évalué et s’est réveélé faible
pour toute la série et au vu des résultats, paelddons structure activité peuvent étre mises
en évidence. Nous constatons tout de méme queékemre d’'un carbonyle est favorable
(composé1vsh0) ainsi que celle de I'azote basique lié au noyaéngle plutdt qu’'un amide
(composé1vs4y).

Ces résultats illustrent aussi I'importance du cagbquaternaire central du vérapamil pour
l'activité. Malheureusement, c’est ce méme motifi ge@mble étre responsable de la

cardiotoxicité du vérapamil.

IV.2.5. Bilan global sur la totalité des moléculésidiées comme

activateurs de MRP1

Nos résultats indiquent que les composés les gliifs &n tant qu’inducteurs d’apoptose sur
les cellules cancéreuses surexprimant MRP1, serttdmposés, 4 et 10 pour les dérivés de
flavone et le compos#8 pour les dérivés de xanthone (Figure 32).

Figure 32. Structures des dériveés les plus actifs

On peut supposer que, par I'épuisement de GSHié&re&s sont activateurs de MRP1 ce qui
a conduit a la privation des cellules du GSH né&iesgour leur équilibre rédox, élément
essentiel a leur survie. Les résultats souligngatenent I'importance de mesurer de fagon

concomitante I'efflux du GSH et la mort cellulaifen effet, il est intéressant de mentionner
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gue le déclenchement de la mort cellulaire ne dépeas seulement de l'efflux de GSH,
comme le montrent la galangine et les xanth@né&s, 21 et23 qui ont provoqué plus de 50%
d’efflux de GSH mais sans mort cellulaire concomtiéa Ainsi, la cytotoxicité sélective des
flavonesl, 4 et 10 et de la xanthon28 est plus probablement liée a une activation de MRP

qui conduit a l'apoptose par accélération de ligfle GSH du compartiment intracellulaire.
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IVV.3. Inhibiteurs ’ABCG2 comme agents chimiosensitisants des

traitements chimiothérapeutiques

IVV.3.1 Etat des lieux au début de ce projet

Dans ce cadre, notre objectif était d’obtenir déshiteurs puissants et sélectifs ’ABCG2.

Pour cela, nous nous sommes appuyés sur de rdcavasix émanant de notre équipe et
également sur les structures d’inhibiteurs sékecéEemment décrits dans la littérature.
L’élacridar (GF120918) a été initialement dévelogmimme un inhibiteur de P-gp puis
largement étudié comme un inhibiteur puissant d'’&2CLe GF120918 a été utilisé comme
« lead» pour concevoir d’autres dérivées comme le tariquigdR9576). Comme pour le
GF120918, le XR9576 manque de sélectivité vis-aaRABCG2 car il inhibe également P-
gp. Tres récemment (Kinhle 2009), des dérivés d@5¥R (composéS et 6 dans la figure
33) ont été rapportés. Ces derniers sont d’exdsli@hibiteurs d’ABCG2 avec une certaine

sélectivité pour ce dernier, néanmoins sans indicauant a leur toxicite.

Tariquidar (XR9576)
IC5 = 910 NM

MBLI-87

OMe\

OMe

Composé 5

Elacridar (GF121918) Composé 6
\_ J\_ 16,=120nM

Figure 33.Inhibiteurs d’ABCG2.

Au sein de notre équipe, les structures du GF12@9 88 XR9576 ont servi de modéles pour
concevoir des dérives actifs et sélectifs d’ ABC@&iasi, le composé appelé MBLI-87, mis au
point au laboratoire, a montré une trés bonne télkecpour ABCG2 (Boumendijel 2007). Ce
composé a fait I'objet d’étuden vivo sur des souris xénogreffes porteuses de tumeurs
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surexprimant ABCG2 et les résultats ont été comthjecar le composé induit un effet de
potentialisation de I'irinotécan (Figure 34) (ArmaR011). Néanmoins, ce composé présente
un handicap de taille, lié a sa propre toxicité ajempéché I'administration de doses élevées
en association avec l'irinotécan. A notre connaissanotre étude est la premiere montrant
I'activité in vivo d’'un pur inhibiteur d’ABCG2. Encouragés par cesultats, nous avons
poursuivi ce travail avec comme objectif, de comiesle nouveaux dérivés plus actifs que le

MBLI-87, moins toxiques tout en maintenant la st&e pour ABCG2.

Tumeur

250

N
o
o

150

100

Volume of tumor (mm 3)

6]
o

Time (Days)

T Ty
+ Il'in()tecan MB

L]-
I-87+ Irinotecan

Figure 34.Potentialisation de I'effet de l'irinotecan par MBB7

IVV.3.2. Choix et conception des molécules

Le choix et la conception de nos molécules cibéesamnt appuyés sur deux éléments.

D’une part, I'alignement des 5 inhibiteurs repréésrti-dessous (Figure 35) a révélé gu'il y a
un recouvrement partiel entre le MBLI-87 et lesilteurs les plus actifs (molécul&set 6).

Un recouvrement quasi-parfait peut étre atteinti@diranchement de motifs de type phényle

substitué sur la position 7 de I'acridone.
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Figure 35. Alignement des inhibiteurs : Le tariquidar est i&genté en rose, I'élacridar en

jaune, le composé n°5 en bleu, le composé n°6renetvées dérivés de MBLI-87en gris.

Par ailleurs, la structure de MBLI-87 comme celle I@lacridar renferme une structure
acridone, qui est connue pour étre un toxophorgsagt comme un intercalant avec '’ADN.
Pour s’affranchir de cette cytotoxicité, nous aveoslu remplacer le noyau acridone par un
noyau chromone. Ce dernier ne présente pas detéormtable et peut étre fonctionnalisé de
facon a introduire les motifs requis pour I'inhibit ’ABCG2.

Sur la base de ces éléments, nous nous sommesss#éséra la conception de composés a
squelette chromone qui intégrent les motifs permmetin alignement avec les moléculge{

6) ayant une haute affinité pour ABCG2 (Figure 36).
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H
MBLI-87 analogues de MBLI-87

- bon alignement avec les inhibiteurs 5 et 6
- mais présence de noyau acridone (toxicité)!

b, o, W

S(CHo)n-Ar S(CHR)n-Ar “(CH)N-Ar

chromones: chromones: chromones:
série | série Il série lll
analogues de MBLI-87
- bon alignement avec les inhibiteurs 5 et 6
- absence de noyau acridone toxique

Figure 36. Structures des molécules ciblées

A ce jour, nous avons concentré nos efforts suudé de dérivés de chromones de type:
série |l et série lll.

Pour le design de I'ensemble de nos molécules, nous sommes inspirés de fragments
d’inhibiteurs connus d’ABCG2 dans le choix des smsnts. On peut retrouver des
fragments de MBLI, de tariquidar, d’élacridar, deglécules 5 et 6.

Sur les chromones de type série lll, nous avorecséhné les structures ci-dessous (Figure
37).
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Figure 37.Structures de 3 composeés ciblés. A droite, lraigent du composé a) avec les

dérivés de I'élacridar.

Les résultats relatifs a la synthése et a I'évalnaiologique des chromones de type série |l
(Figure 38) ne sont pas présentés dans ce manpsaritcause de confidentialité (étude de

brevetabilité en cours).

@)

HN
(CH,)n-Ar

Figure 38 Structure générale des dérivés de chromone clivgetés.

IV.3.3. Synthése et activité biologique

IV.3.3.1. Synthese des chromones de série I
La voie rétrosynthétique pour accéder aux compagdes implique la préparation d'un
dérivé de chromone carboxylé en positioA2. Ce dernier peut étre obtenu par réaction d’'un
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dérivé d’acétophénoneB) avec l'oxalate d’éthyle suivie d’'une hydrolysee Ldérive
d’acétophénone est obtenu fualkylation de la 2’,6’-dihydroxyacétophénong)((Schéma
14).

AI'/\O O Ar/\o 0]
| p— | + HaoN \/\Ar
o) © o O
chromones: H
série lll

A0 O

OH O
A7 OX @:U\ + (COzEY),
OH OH
c B

Schéma 14Schéma de rétrosynthése des dérivés de chromithés ¢

La premiére étape est une mo@ealkylation de la 2’,6’-dihydroxyacétophénone par u
bromure d’alkylaryle ou de I'iodométhane pour unétmylation en présence d’'une base, ici le
carbonate de potassium dans l'acétone (Lau 19&HRé(Ba 15). La condensation du dérivé
d’acétophénone obtenu avec le diéthyloxalate esepae d’éthanolate de sodium a fourni la
chromone ester (Bantick 1976, Ellis 1972). Il esioéer que I'éthanolate de sodium peut étre
remplacé par le méthanolate de sodium pour donestef méthylique correspondant et ce
sans impact sur le rendement de la réaction.

L’ester obtenu est hydrolysé en acide correspondprés traitement par NaHG@ 80 °C.
Afin de faciliter la réaction de couplage, I'acidarboxylique est converti en chlorure d’acide
apres traitement par le chlorure d’oxalyle. Le dagp entre le chlorure d’acide et 'amine
s’effectue alors en derniére étape en présence diase, la triéthylamine dans le THF. Ainsi

se sont 8 composés qui ont été obtenus avec céttmde (Tableau 16).
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Schéma 15Schéma réactionnel de la préparation des chromoitdées.

@)
o) | R,
OR; O

N° R; R» Rendement final %
57 Me OEt 23
58 H OMe 24
59 H OH 88
62 MeO OH 14
63 MeO OMe 34

MGOD/\/ "HN /\/@om
64 ©/\ OEt 27
65 ©/\ OMe 10

HN /\/Qorwe
& (7 ) 5
—/

Tableau 16.Structure et rendements des dérivés synthétisés.
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IV.3.3.1. Activité biologique

Les molécules synthétisées sont testgas nos partenaires biologistes au laboratoire de
'IBCP (Institut de Biologie et Chimie des Protéiiedans I'équipe « Mécanisme et
modulation de la résistance aux drogues » du DHicAADI PIETRO.

Afin d’évaluer I'efficacité de réversion du phénpgyMDR induit par ABCG2 des composeés
synthétisés, plusieurs tests biologiques sont migeavre. Tous les tests sont réalisés sur une
lignée cellulaire de cellules embryonnaires hurmmidke rein (HEK 293) surexprimant
ABCG2 par transfection du géne.

Un premier test permet d’apprécier 'impact deséunoles sur la fonction d’export ’ABCG2.
Cette méthode consiste a quantifier I'efflux denidoxantrone, un anticancéreux qui est aussi
un bon substrat d’ABCG2 (Figure 39). La mitoxan&oprésente l'avantage d'étre

fluorescente ce qui permet de la doser et la diimmndians les cellules.

H
oH 0 HN">>Non

OH O  NH_ -~ ~_OH
H

Mitoxantrone

Figure 39. Structure de la mitoxantrone, substrat fluores@BABCG2.

Dans ce test, deux phases sont nécessaires :

- la phase d’incubation ou d’accumulation intracelitd du substrat fluorescent : elle
consiste a incuber les cellules avec le substratsibstrat fluorescent est ajouté
pendant 30 minutes a 37°C en présence de condéensratariables du candidat
inhibiteur a tester. Le témoin étant les cellutesibées du substrat fluorescent et d’'un

inhibiteur de référence, ici I'élacridar (GF 120918

- La phase d'efflux : elle consiste a enlever le sabgar lavage au tampon PBS
(Phosphate-Buffered Saline) puis a incuber lesulsspendant 1 heure & 37 °C en
absence de substrat et en présence d’'inhibiteuesAlp traitement des cellules par la

trypsine, on quantifie par cytométrie en flux Idsuat non efflué.
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Un deuxieme test permet de déterminer la cytottéxides molécules synthétisées les plus
actives, par I'étude de la croissance cellulaieele test MTT (voir principe précédemment

décrit dans la partie des résultats biologiquesM&#1). Pour I'obtention de bons candidats
inhibiteurs d’ABCGZ2, la toxicité doit étre faible.

Enfin un troisieme test est réalisé afin d’évalleercapacité des molécules a rétablir la
chimiosensibilisation a la mitoxantrone. Il s’agi# quantifier la survie cellulaire par le test

MTT en présence de I'anticancéreux et de I'inhilmitge plus actif et le moins toxique).

IV.3.3.2. Bilan des résultats biologiques des dégg de chromone
La figure 41 ci-dessous dresse le bilan des strestdes 9 dérivés testés. En plus des dérivés
ciblés (les composé’3, 65 et 66), nous avons inclus des intermédiaires afin dadmiriles

études de relation structure-activité.

oM
0 0 0 W@( © 0
0 0
© OEt OH NH OMe o N
| | | | LN
OMe O OH O OH O OH O \©
57 59 60 61
0
© i \/@EOMe
OH
W @K:J)L NH OMe
MGOD/\/O (6] MeO o 0
© MeO
62 63

e} o OMe 0
o} o}
OEt o &ﬁ
@\/O o @\/O (0] @\/O 0 \©
64 65 66
Figure 41.Structures des dérivés synthétisés et testés camhibgeurs d’ABCG2.

Le test permettant de mesurer 'accumulation deni@mxantrone induite par la molécule

testée a été réalisé a deux concentrations (118)5 Le diagramme suivant (Figure 42)
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illustre les résultats obtenus. Sur les 9 compasst®s, 4 composés ont montré un effet
notoire (composé$0, 63, 65et 66). A 5 pM, les composés3 et 65 ont induit une

accumulation de mitoxantrone comparable a cellaiitadpar linhibiteur de référence,

I'élacridar.
Effects of PESG1 for inhibition of ABCG2 mitoxantrone transport activity
] 1M
125- 1 5um
100- I h T
T
§ 751 1
5 = -
£ 50
oS
254 |II |_'_|
c D - - e - ﬁ e - . -
W@\q’ 57 59 60 61 62 63  64* 65 66
N
&

Figure 42 Diagramme représentant le pourcentage d’'inhilitabefflux de la mitoxantrone
sur des cellules HEK293 surexprimant ABCG2 a 1 |14 @M. Le pourcentage d’inhibition
du GF120918 a 5 uM étant la référence. *Le comizsa été testé impur

Pour les composeés les plus actifs, a savoir lesposés60, 63, 65, les valeurs des lg
d’inhibition ont été déterminées a partir des cesrld’accumulation intracellulaire de
mitoxantrone en fonction de la concentration enbitdur (Figure 43). L'élacridar est utilisé
comme référence (Kg= 0,3uM).

Comme le montre la figure 43, les trois composés ont une Kg < 1 uM. Le plus actif

est le composé5 (ICso = 0,17 uM).
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Compose 60 Composé 63 Composé 65

/
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Figure 43 Courbes d’accumulation intracellulaire de mitoxame en fonction de la

concentration en inhibiteur sur des cellules HEK288exprimant ABCG2.

L’évaluation de la toxicité du compo6& a été réalisée sur deux lignées cellulaires : HEK?2
sauvage et HEK293 surexprimant ABCG2.

Comme le montrent les courbes de survie cellulgirgure 44), la molécule est faiblement
cytotoxique (IGo ~ 40uM).

Cytotoxicité : test MTT

120+

100 -®- HEK293 sauvage
S— - HEK293 surexprimant ABCG2
R
©
=
>
S
3
(7]
3
(&)

20
c L] 1 L) L) 1
0 20 40 60 80 100

Composé 65 (uM)

Figure 44. Evaluation de la cytotoxicité du compdd® par le test MTT sur deux lignées
cellulaires : HEK293 sauvage et HEK293 surexprimaBCG2.

Ainsi, notre premier objectif est atteint dans lasure ou le compo$b inhibe ABCG2 (1Gp
= 0,17uM vs 0,3 uM pour le GF120918) avec un bon index thérapeutigagespondant au

rapport inhibition sur toxicité.
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IV.3.4. Sélectivité vis-a-vis de P-gp et de MRP1

Afin d'étudier la sélectivité des composé8 63, 65 pour ABCG2, relativement a P-gp et

MRP1, nous avons évalué leur effet sur deux ligwééslaires :

- une lignée HEK-293 transfectée par ABCB1 (P-gp) mesurant I'accumulation de la
mitoxantrone, qui est aussi substrat de P-gp.

- une lignée (HEK293) transfectée par ABCC1 (MREB@d)mesurant I'accumulation de la
calcéine, un substrat de MRP1.

Les résultats obtenus sont représentés dans leedigb et 46 suivantes. Les trois composés
n'ont aucun effet d’inhibition sur MRP1, car aucuaeumulation de la calcéine en présence
des composés testés n'est observée. Sur P-gpmigosé63 induit une inhibition modérée :
40% d'’inhibition a 5uM vs 100% pour le GF120918 alors que les comp66&st 65 n’ont

montré aucune inhibition, ils semblent méme induime stimulation de P-gp.

Evaluation du transport de la mitoxantrone par la P-gp

D 1 uM
65 |_| D 5uM

—

63

o ==

GF120918 N

L L L) L] 1} L L L L L) L L}
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80 100 120
) % stimulation de I’efflux " % inhibition de I’efflux '

de la mitoxantrone de la mitoxantrone

Figure 45. Evaluation du transport (% inhibition et % stiratibn) de la mitoxantrone en

présence des inhibiteurs a 1 uM et 5 uM sur ddaleslcancéreuses surexprimant la P-gp.
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Evaluation del'inhibition du transport de Ia calcéine par MRP1

100+

(I uM
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Figure 46. Evaluation du pourcentage d’inhibition du transpde la calcéine en présence
des inhibiteurs a 1 uM et 5 uM sur des cellules B&Ksurexprimant MRP1.

IVV.3.5. Bilan

La stratégie de conception d'inhibiteurs d’ABCG2<t’ révélée particulierement efficace.
Ainsi une nouvelle génération d’inhibiteurs a é&déntifiee et qui renferme a la fois des
inhibiteurs puissants, sélectifs et avec un trésibhdex thérapeutique (efficacits toxicité).

Il est encore trop tot de dresser une relationcttra-activité, vu le nombre de molécules

synthétisés et testées.

Une autre famille de molécules de structures appartt a la formule générale ci-dessous a
été mise au point. Certains de ces composeés sooteeplus efficaces et moins cytotoxiques.
Ces composeés font actuellement I'objet d’étude devdiabilité. Pour se conformer aux

consignes de nos tutelles, les structures de cicuates et leur effet biologique ne seront pas

présentés dans ce manuscrit.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

MRP1 et ABCG2 sont des transporteurs « multidrutesta famille des protéines ABC, que
'on a associé a la chimiorésistance chez 'Homieur réle initial de détoxication de
'organisme a été détourné par les cellules turasrpbur se protéger contre les traitements
chimiothérapeutiques. Il en résulte une chimiotasise des cancers qui représente un des
principaux échecs des traitements anti-cancéreéxude des protéines ABC, tel que MRP1

et ABCG2, qui sont impliguées dans ce phénomenésepte alors un enjeu médical majeur.

L’objectif de cette thése était double :

- Mettre au point des inducteurs d’apoptose séedes cellules tumorales résistantes
surexprimant MRP1.

- Mettre au point des inhibiteurs d’ABCG2 et ledlisgr comme molécules en association
avec des médicaments anticancéreux pour potestiikéfet de ces derniers.

La premiére partie de ce travail concernait la eption d’activateurs de MRP1 induisant
'apoptose des cellules cancéreuses. Nous avoestedf la pharmacomodulation de trois
classes de dérivés : dérivés de flavone, xanthomérapamil. Nous avons réalisé la synthése
de 19 dérivés de flavone, 27 dérivées de xanthongOetlerivés de vérapamil. L'activité
biologique de ces dérivés ainsi que 23 dérivéslaloies obtenus antérieurement comme
inducteurs d’apoptose dans des cellules surexptiMm&®1 a été déterminé.

Les différentes études biologiques menées ont pettidentifier trois flavones (composés

4 et 10) et une xanthone (compo&8) comme de bons candidats activateurs de MRP1
induisant I'apoptose. Cette étude nous a permibs#ver que le déclenchement de la mort
cellulaire ne dépend pas systématiquement deukeffe GSH puisque certains composés

testés induisent un efflux de glutathion sans aétiement de I'apoptose.

Dans la suite du travail de conception, la pharmeadulation pourrait s’appuyer, d’une part

sur les éléments structuraux identifiés et d’apinet sur des études de relations structure-
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activité quantitatives 3D (3D-QSAR) ou sur du HQS&Rlogramme QSAR) (HQSAR), une
technique QSAR récente, reliant l'activité biolagiga des fragments de la structure de la
molécule. Dans ce contexte, les efforts de I'équigeraient se concentrer sur les xanthones,

qui sont particulierement prometteuses.

La deuxiéme partie de ce travail de these consistaia conception d’inhibiteurs sélectifs
d’ABCG2. La stratégie de conception d’inhibiteutrABICG2 s’est révélée particulierement
profitable. Les essais biologiqués vitro ont permis I'identification de deux familles de
molécules dérivées de chromone, qui se sont ré&/€lée des inhibiteurs efficaces et sélectifs

d’ABCG2, mais également dépourvus de toxicité (Fégi-dessous).

i /\/©:0Me I
X
© | H OMe |
©V ’ O
HN
O O “(CHy)n-Ar

nouvelle famille d'inhibiteurs
(étude de brevetabilité)

65
Des dérivés de ces deux familles de composés sonbwrs de synthése et leur évaluation

biologique s’effectuera ultérieurement.

Cette étude devra rapidement permettre la séledtiom candidat pour I'évaluatiom vivo.

Ce travail pourra s’initier rapidement en collaliima avec le Dr. Léa PAYEN de l'Institut
des Sciences Pharmacie et Biologiques (ISPB) deivissité de Lyon et le Dr. Attilio DI
PIETRO de I'IBCP (Lyon). Les activités antérieuds I'équipe avec ces deux laboratoires

ont permis de lever les verrous techniques relatifexpérimentation animale.
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EXPERIMENTAL SECTION

Chemical section

Tools, reagents and solvents

Reactions:were performed using oven dried glassware undatmosphere of dry nitrogen.
Reactions were monitored by thin layer chromatolgyad LC) using commercial aluminium-
backed silica gel plates. TLC spots were viewecdeumdiraviolet light at 254 and 366 nm.
Solvents and reagents All reagent-grade chemicals and solvents wereainbtd from
commercial suppliers and were used as received.

Purifications: were performed by gravity column chromatographypgisilica Gel 60 (40-60
mesh) or by using preparative TLC.

Melting points (mp): were obtained on a Blchi melting point B540.

'H NMR spectra: were recorded on a Bruker Advance400 spectrom@e® MHz).
Chemical shifts are given in pprd) (@and were referenced to the internal solvent $ign&o
TMS used as an internal standard. Multiplicities agported as followss (singlet), br s
(broad singlet)d (doublet) t (triplet), g (quadruplet)dd (doublet of doublet)ddd (doublet of
doublet of doublet)dt (doublet or triplet)dq (doublet of quadrupletin (multiplet), Coupling
constants) are given in Hertz.

Low Resolution Mass Spectra (LRMS) :were recorded at the service de spectrométrie de
masse du Départment de Chimie Moléculaire de I'Ersité de Grenoble.

Elemental Analysis :were performed at the service d’Analyse Elémeatdir department de
Chimie Moléculaire de I'Université de Grenoble.

Svynthesis of Flavones derivatives

General procedures for the synthesis of flavones deatives:

Procedure 1:
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a). 2'-Hydroxyacetophenone derivative was dissbinepyridine (10 mL/mmol) and treated
with a benzoyl chloride derivative (1.6 equiv.).eThixture was stirred at 100 °C for 1 hour.
The reaction mixture was cooled to room temperatarsolution of EtOH/KD (1:1) was
added and the mixture was extracted with,Clbl The organic layer was washed with HCI
(2N), dried over sodium sulfate and evaporated.

b). The previous residue was dissolved in pyridit® mL) and crushed KOH (2 equiv.) was
added. The mixture was stirred at 100 °C for 1 hédter cooling to room temperature,
glacial acetic acid (15 mL) was added and the méxtwas diluted with a solution of
EtOH/H,O (1:1), and extracted with GBI,. The organic layer was washed with HCI (2N),
dried over sodium sulfate and evaporated.

c). The previous residue was dissolved in a salutioglacial acetic acid/ sulfuric acid (10:2)
and stirred at 100°C for 1 hour. After cooling timm temperature, # was added and the
mixture was extracted with GBl,. The organic layer was washed with water, driedrov

sodium sulfate and evaporated.

Procedure 2:

2
R, OH O| R, o \.—R
+ X —_— |
| —R
Ry O

%

a) 2'-Hydroxyacetophenone derivatives (1 equiv.p wisssolved in a solution of 1:1 of
EtOH/KOH (8 % in HO), benzaldehyde derivative (1.5 equiv.) was adaledl the mixture
was stirred at room temperature for 24 hours. Téection mixture was cooled to room
temperature and acidified with HCI (2N). The préeife formed is filtered and washed with
water.

b) The previously obtained crude product was digtbin DMSO and,l (0.05 equiv.) was
added. The mixture was stirred and refluxed foh&drs. After cooling to room temperature,
the reaction mixture was poured onto crushed iceelget a precipitate that is filtered and
washed with diethyl ether and if not, the mixtuseektracted with diethyl ether, washed with
water, dried over sodium sulfate and evaporated.
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Demethylation of methoxylated flavones

The compound to be demethylated was treated with; BB eq. per methoxy group
CH.CI, at room temperature for 24 hours. At the end efréaction, the mixture was poured
onto crushed ice and the mixture is extracted WiHpCl,, washed with water, dried over

sodium sulfate and evaporated to yield pure denhéty product

2-(4-Bromophenyl)-5,7-dihydroxy-4H-chromen-4-one (1)
Br

OH O
The compound was obtained following the procedure starting from 2',4',6'-

trinydroxyacetophenone and 4-bromobenzoylchloridd savas demethylated as described
before.

Yield: 12%

Aspect Orange powder.

rf: 0.35 (cyclohexane : ethyl acetate, 7 : 3).

mp: 269°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): § 6.20 (d,J = 1.7 Hz, 1 H), 6.49 (d] = 1.7 Hz, 1 H), 6.99
(s, 1 H), 7.75 (d) = 8.5 Hz, 2 H), 7.99 (dl = 8.5 Hz, 2 H), 10.91 (s, 1 H).

EI-MS: m/z 334 [M+H[].

2-(4+ert-Butyl)phenyl)-5,7-dimethoxy-4H-chromen-4-one (2)

OMe O
The compound was obtained following the procedure starting from 2',4',6'-

trihydroxyacetophenone and 4-isopropylbenzoylchkri
Yield: 19%.

Aspect: Pale pink powder.

rf: 0.42 (ethyl acetate).

mp: 199°C.
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IH NMR (400 MHz, CDCL): § 1.37 (s, 9 H), 3.93 (s, 3 H), 3.97 (s, 3 H), 6891 H), 6.58
(s, 1 H), 6.68 (s, 1 H), 7.52 (d= 8.4 Hz, 2 H), 7.82 (d] = 7.6 Hz, 2 H).
EI-MS: m/z 338 [M+H].

2-(4+ert-Butyl)phenyl)-5,7-dihydroxy-4H-chromen-4-one (3)

OH O
This compound was obtained by demethylation of coump2 as described above.
Yield: 4%.

Aspect Yellow powder.

rf: 0.43 (cyclohexane : ethyl acetate, 7 : 3).

mp: > 325°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): § 1.29 (s, 9 H), 6.20 (s, 1 H), 6.49 (s, 1 H), 6(20H),
7.56 (d,J=8.3 Hz, 2 H), 7.96 (d] = 8.3 Hz, 2 H), 10.89 (s, 1 H), 12.84 (s, 1 H).

EI-MS: m/z 311 [M+HT.

5,7-Dihydroxy-3-methoxy-2-phenyl-4H-chromen-4-one4)

OH O
Phloroglucinol (2.65 g, 21 mmol), methoxyacetofet(2.7 mL, 36 mmol) and zinc chloride

(3 g, 22 mmol) were dissolved in diethyl ether. Thigture was saturated with gaseous HCI
and stirred at 0 °C for 20 min and the operatiors wepeated. The precipitate formed was
filtered and washed with diethyl ether. The preei@ was dissolved in water and stirred
under HBO reflux for 2 hours. After the reaction mixture sveooled in ice, the precipitate
formed was filtered and washed with water to preval white powder. The powder was
dissolved in acetone, benzoyl chloride (5.28 mL,nd%ol) was added and the mixture was
refluxed overnight. The solvent was evaporated arsblution of KOH (50% in methanol)
was added, the mixture was stirred and refluxedtfbours. The solvent was evaporated and

the residue is washed with petroleum ether and EtAyive pure product
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Yield: 4%.

Aspect Orange powder.

rf: 0.38 (cyclohexane : ethyl acetate, 7 : 3).

mp: 296°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): & 3.78 (s, 3 H), 6.20 (s, 1 H), 6.44 (s, 1 H), 7(86 1 H),
7.98 (m, 1 H), 10.91 (s, 1 H), 12.55 (s, 1 H).

EI-MS: m/z 285 [M+HT.

2-(4-Nitrophenyl)-5,7-dimethoxy-4H-chromen-4-one (5)
NO,

OMe O

The compound was obtained following the procedure starting from 2',4',6'-
trinydroxyacetophenone and 4-nitrobenzaldehyde.

Yield: 85 %.

Aspect Yellow powder.

rf: 0.7 (cyclohexane : ethyl acetate, 3 : 7).

mp: 280°C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): & 3.88 (s, 3 H), 3.91 (s, 3 H), 6.36 (= 1.6 Hz, 1 H),
6.69 (d,J=1.6 Hz, 1 H), 6.82 (s, 1 H), 8.13 (= 8.9 Hz, 2 H), 8.27 (dl = 8.8 Hz, 2 H).
EI-MS: m/z 350 [M+Na].

5-Hydroxy-7methoxy-2-(4-nitrophenyl)-4H-chromen-4-me (6)
NO,

OH O
The compound was demethylated by demethylation of compolia$é described before.
Yield: 41%.

Aspect Brown powder.

rf: 0.57 (cyclohexane : ethyl acetate, 7 : 3).
mp: > 310 °C.
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'H NMR (400 MHz, DMSO-d6):  3.90 (s, 3 H), 6.15 (dl = 1.9 Hz, 1 H), 6.48 (d] = 1.9
Hz, 1 H), 6.74 (s, 1 H), 8.10 (d= 8.9 Hz, 2 H), 8.29 (d = 8.9 Hz, 2 H).
EI-MS: m/z 311 [M-H].

2-(4-Ethoxyphenyl)-5,7-dimethoxy-4-chromen-4-one (7)

o~

OMe O

The compound was obtained following the procedureof2flavones using 2',4’,6'-
trinydroxyacetophenone and 4-ethoxybenzaldehyde.

Yield: 85 %.

Aspect Yellow powder.

rf: 0.28 (ethyl acetate).

mp: 156°C.

'H NMR (400 MHz, CDCls): § 1.46 (t,J = 7.0 Hz, 3 H), 3.92 (s, 3 H), 3.97 (s, 3 H), 4(42
J=7.0Hz, 2 H),6.38 (d=2.3Hz, 1 H), 6.57 (d] = 2.3 Hz, 1 H), 6.61 (s, 1 H), 6.99 ®5F
8.9 Hz, 2 H), 7.77-7.87 (m, 2 H);.

EI-MS: m/z 349 [M+Na].

2-(4-Fluorophenyl)-5,7-dimethoxy-4-chromen-4-one (8)

OMe O

The compound was obtained following the procedureof2flavones using 2',4°,6'-
trinydroxyacetophenone and 4-fluorobenzaldehyde.

Yield: 35 %.

Aspect Orange powder.

rf: 0.39 (ethyl acetate).

mp °C: 188 °C.
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IH NMR (400 MHz, DMSO-d6): § 3.75 (s, 3 H), 3.87 (s, 3 H), 6.48 (t= 2 Hz, 1 H), 6.74
(s, 1 H), 6.84 (dJ = 2.1 Hz, 1 H), 7.38 (dd] = 15.8 Hz, 7.0 Hz, 2 H), 8.08 (ddi= 8.7, 5.4
Hz, 2 H).

EI-MS: m/z 323 [M+Na].

2-(4-Fluorophenyl)-5-hydroxy-7-methoxy-4-chromen-4-one (9) and 2-(4-fluorophenyl)-
5,7-dihydroxy -4H-chromen-4-one (10).

The compound7 was demethylated as described before. The resicage purified on
preparative TLC with AcOEt (100%).
2-(4-Fluorophenyl)-5-hydroxy-7-methoxy-4-chromen-4-one (9)

Yield: 2%.

Aspect Yellow powder.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): & 3.94 (s, 3 H), 5.98 (s, 1 H), 6.12 (s, 1 H), 6(821 H),
7.14 (s, 1 H), 7.25 (s, 1 H), 7.80 (s, 2 H), 1421 H).

EI-MS: m/z 287 [M+HT.

2-(4-Fluorophenyl)-5,7-dihydroxy -4H-chromen-4-one 10:

Yield: 3%.

Aspect Yellow powder.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): § 6.20 (s, 1 H), 6.49 (s, 1 H), 6.90 (s, 1 H), 7(86) = 8.3
Hz, 2 H), 7.96 (dJ = 8.3 Hz, 2 H), 10.89 (s, 1 H), 12.84 (s, 1 H).

EI-MS: m/z 270 [M-H].
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6-lodo-2-(4-isopropylphenyl)-5,7-dimethoxy-#-chromen-4-one (11) and 2-(4-
isopropylphenyl)-5,7-dimethoxy-4-chromen-4-one (12)

The compound was obtained following the procedureof2flavones using 2',4’,6'-
trihydroxyacetophenone and 4-isopropylbenzaldehyde. residue was purified by column
chromatography eluting with a gradient that stattsyclohexane (100%) and finally MeOH
(100% ) to provide compourid and compound 1L

6-lodo-2-(4-isopropylphenyl)-5,7-dimethoxy-#-chromen-4-one(11)

Yield: 10%

Aspect Orange crystals.

rf: 0.24 (ethyl acetate).

mp: 186°C.

'H NMR (400 MHz, CDCls): § 1.29 (s, 3 H), 1.31 (s, 3 H), 2.93-3.06 (m, 1 3193 (s, 3 H),
3.97 (s, 3 H), 6.39 (d = 2.2 Hz, 1 H), 6.58 (dl = 2.3 Hz, 1 H), 6.67 (s, 1H), 7.36 @z 8.5
Hz, 2 H), 7.81 (dJ = 8.3 Hz, 2 H).

EI-MS: m/z 451[M+HJ.

2-(4-1sopropylphenyl)-5,7-dimethoxy-4H-chromen-4-one (12)

Yield: 10 %.

Aspect Red crystals.

rf: 0.36 (ethyl acetate).

mp: 158°C.

'H NMR (400 MHz, CDCls): § 1.26 (s, 3 H), 1.28 (s, 3 H), 2.96-3.03 (m, 1 3195 (s, 3 H),
4.06 (s, 3 H), 6.63(s,1H),6.74 (s, L H), 7dR)(= 8.4 Hz, 2 H), 8.10 (dl = 8.5 Hz, 2 H).
EI-MS: m/z 347 [M+Na].
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2-(4-Aminophenyl)-5,7-dimethoxy-4-chromen-4-one (13).
NH,

OMe O
A solution of compound (3 g, 9.2 mmol) in HCI (12N) was treated with TIh(chloride

(6.21 g, 28 mmol). The mixture was stirred at 10853 hours and the reaction mixture was
cooled to room temperature, basified by NaH@®B ~ 14, and extracted with EtOAc. The
organic layer was washed with water, dried overnsuadulfate, and evaporated.

Yield: 50%.

Aspect Orange powder.

rf: 0.35 (cyclohexane : ethyl acetate, 3 : 7).

mp: 216°C.

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 3.89 (s, 3 H), 3.93 (s, 3 H), 5.30 (s, 2 H), §@6) = 1.8 Hz,

1 H), 6.53-6.54 (m, 2 H), 6.69-6.77 (m, 2 H), 7831 (m, 2 H).

EI-MS: m/z 298 [M+H].

N-(4-(5,7-Dimethoxy-4-oxo-#-chromen-2-yl)phenyl)-3,5-difluorobenzamide (14).
F
N
F
O

A mixture of 13 (1 equiv.), 3,5-difluorobenzoyl chloride (1 equivand triethylamine (1

OMe O

equiv.) in CHCI, was stirred at room temperature for 15 hours. fipdure was extracted
with CH,CI, and washed successively with HCI (2 N), saturaeldtion of NaHCQ@ and
water. The organic layer was dried over sodiumaseliand evaporated. The residue was
dissolved in diethylether:MeOH (99.9 : 0.1) and pinecipitate was filtered to give compound
14.

Yield: 78 %.

Aspect Yellow powder.

rf: 0.56 (cyclohexane : ethyl acetate, 3 : 7).

mp: 267°C.
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'H NMR (400 MHz, CDCl3): & 3.94 (s, 3 H), 3.96 (s, 3 H), 6.15 (s, 1 H), 6(@21 H), 6.77
(s, 1 H), 7.06 (m, 1 H), 7.43 (d,= 5.5 Hz, 1 H), 7.62 (d] = 5.6 Hz, 1 H), 7.73 (d] = 8.5
Hz, 2 H), 7.91 (dJ = 8.7 Hz, 2 H).

EI-MS: m/z 438 [M+HT.

N-(4-(5,7-Dimethoxy-4-oxo-#-chromen-2-yl)phenyl)-3,4-dimethoxybenzamide (15)
OMe
N
OMe
MeO O 0]
IO |

OMe O
The compound was obtained by the same procedurerathe compoundl4 with 3,4-
dimethoxybenzoyl chloride.
Yield: 71%.
Aspect Yellow powder.
rf: 0.26 (cyclohexane : ethyl acetate, 7 : 3).
mp: 152°C.
'H NMR (400 MHz, CDCls): § 3.95 (m, 12 H), 6.14 (d}= 1.5 Hz, 1 H), 6.42 (d] = 1.6 Hz,
1 H), 6.77 (s, 1 H), 6.92 (d,= 8.4 Hz, 1 H), 7.43 (dd] = 8.3, 1.7 Hz, 1 H), 7.53 (d,= 1.7
Hz, 1 H), 7.75 (dJ = 8.6 Hz, 2 H), 7.89 (d] = 8.6 Hz, 2 H), 8.00 (s, 1 H).
EI-MS: m/z 462 [M+HT.

N-(4-(5,7-Dimethoxy-4-oxo-#-chromen-2-yl)phenyl)-3-methoxybenzamide (16)

N
OMe
MeO (0] (0]
IO |

OMe O
The compound was obtained by the same procedurtorathe compoundl4 with 3-
methoxybenzoyl chloride.
Yield: 65%.
Aspect Yellow powder.
rf: 0.7 (ethyl acetate).
mp: 227°C.

98



IH NMR (400 MHz, CDCl): § 3.90 (s, 3 H), 3.94 (s, 3 H), 3.97 (s, 3 H), §d8) = 1.6 Hz,
1 H), 6.43 (dJ = 1.6 Hz, 1 H), 6.78 (s, 1 H), 7.09-7.15 (m, 1 A}2-7.43 (m, 2 H), 7.47 (d,
J=1.1Hz, 1 H), 7.74-7.77 (m, 2 H), 7.90-7.94 @H).

EI-MS: m/z 454 [M+Na].

N-(4-(5,7-Dimethoxy-4-oxo-#-chromen-2-yl)phenyl)-4-ethylbenzamide (17)

H
NYQF
MeO o] O o]

IO |

OMe O
The compound was obtained by the same procedurtorathe compoundl4 with 4-
ethylbenzoyl chloride.
Yield: 52%.
Aspect Yellow powder.
rf: 0.73 (ethyl acetate).
mp: 219°C.
'H NMR (400 MHz, CDCls): & 1.29 (m, 3 H), 2.74 (q] = 7.6 Hz, 2 H), 3.94 (s, 3 H), 3.96
(s, 3H),6.15(d)=1.6 Hz, 1 H), 6.42 (dJ=1.6 Hz, 1 H), 6.77 (s, 1 H), 7.31-7.40 (m, 2 H),
7.74-7.78 (m, 2 H), 7.82-7.84 (m, 2 H), 7.90-7.882 H), 7.98 (s, 1 H).
EI-MS: m/z 452 [M+Na].

N-(4-(5,7-Dimethoxy-4-oxo-#-chromen-2-yl)phenyl)-3,4-difluorobenzamide (18)

F
H
SR ae
MeOO o
|

OMe O
The compound was obtained by the same procedurferathe compoundl4 with 3,4-
difluorobenzoyl chloride.
Yield: 51%.
Aspect Yellow powder.
rf: 0.73 (ethyl acetate).
mp: 283°C.
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'H NMR (400 MHz, CDCl5): § 3.94 (s, 3 H), 3.97 (s, 3 H), 6.16 (&= 1.5 Hz, 1 H), 6.43 (d,
J=15Hz, 1 H), 6.77 (s, 1 H), 7.76-7.83 (m, 5 FB8-7.94 (m, 3 H).
EI-MS: m/z 540 [M+Na].

N-(4-(5,7-Dimethoxy-4-oxo-#-chromen-2-yl)phenyl)-2-(3,4-

dimethoxyphenyl)acetamide (19)
H
MeO ! O| (@] OMe

OMe O
The compound was obtained by the same procedufferakme compoundl4 with (3,4-
dimethoxyphenyl)acetyl chloride.
Yield: 65%.
Aspect Yellow powder.
rf: 0.59 (ethyl acetate).
mp: 212°C.
'H NMR (400 MHz, CDCls): § 3.72 (s, 2 H), 3.90-3.93 (m, 12 H), 6.13 & 1.6 Hz, 1 H),
6.30 (d,J=1.6 Hz, 1 H), 6.72 (s, 1 H), 6.86-6.90 (m, 3 AX%6 (s, 1 H), 7.50-7.60 (m, 2 H),
7.80 (d,J = 8.6 Hz, 2 H).
EI-MS: m/z 498 [M+Nal].

Synthesis of Xanthone Derivatives

General procedure for the synthesis of xanthone defatives:
o} OH O OH
X H A X X
OH HO F NN

Phosphorus pentoxide (1.6 equiv.) was dissolvedethanesulfonic acid (15 equiv.) and the
mixture was stirred at 100 °C for 30 min. Phloragho! or resorcinol derivatives (1 equiv.)

and 2-hydroxybenzoic acid derivatives (1 equiv.yev&dded and the mixture was maintained
at 100 °C for 15 min. After cooling to room tempera, the reaction mixture was poured
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onto crushed ice. After complete precipitation, pinecipitate was filtered, washed with water

and dried to obtain xanthone derivative.

1-Hydroxy-9H-xanthen-9-one (20)
O OH

¢

The compound was obtained following the generalcgdare of xanthones using 2-
hydroxybenzoic acid and resorcinol.

Yield: 45 %

Aspect Yellow powder

mp: 146 °C.

'H NMR (CDCl3): & 6.82 (dd,J = 8.4 and 0.8 Hz, 1 H), 6.95 (d#i= 8.4 and 1.2 Hz, 1 H),
7.40-7.44 (m, 1 H), 7.48-7.51 (m, 1 H), 7.59-7.64 ( H) 7.76-7.80 (m, 1 H), 8.30 (ddl=
8.0 and 1.6 Hz, 1 H).

EI-MS: m/z212 [M]".

Anal. Calc. for C13HgO3: C, 73.58; H, 3.80. Found: C, 73.46; H, 3.53.

1-Hydroxy-5-methoxy-9H-xanthen-9-one (21)
O OH

LI

OMe
The compound was obtained following the generatg@dare of xanthones using 2-hydroxy-
3-methoxybenzoic acid and resorcinol.
Yield: 50 %.
Aspect Yellow needles.
mp: 210 °C.
'H NMR (CDCl3): 8 4.05 (s, 3 H), 6.83 (dd, = 8.3 and 0.9 Hz, 1 H), 7.07 (d#i= 8.4 and
0.9 Hz, 1 H), 7.24-7.54 (m, 2 H), 7.62 {tz 8.3 Hz, 1 H), 7.85 (ddl= 7.9 and 1.7 Hz, 1H),
12.65 (s, 1 H).
EI-MS: m/z242 [M]".
Anal. Calc. for C14H1004: C, 69.42; H, 4.16. Found: C, 69.12; H, 3.96.
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1-Hydroxy-6-methyl-9H-xanthen-9-one (22)
O OH

Me ll O i

The compound was obtained following the generatgdare of xanthones using 2-hydroxy-
4-methylbenzoic acid and resorcinol.

Yield: 47 %

Aspect Yellow powder

mp: 178 °C.

'H NMR (CDCl53): 8 2.54 (s, 3 H), 6.80 (dl = 8.4 Hz, 1 H), 6.93 (d] = 8.4 Hz, 1 H), 7.22-
7.25 (m, 2 H), 7.59 (t, 1 H), 8.16 @ = 8 Hz, 1 H),12.74 (s, 1H).

EI-MS: m/z226 [M]".

Anal. Calc. for C;4H1003: C, 74.33; H, 4.46 Found: C, 74.11; H, 4.14.

1-Hydroxy-5-methyl-9H-xanthen-9-one (23)
O OH

e

Me
The compound was obtained following the generatgdare of xanthones using 2-hydroxy-
3-methylbenzoic acid and resorcinol.
Yield: 40 %.
Aspect Yellow powder.
mp: 146 °C.
'H NMR (CDCl3): & 2.56 (s, 3 H), 6.81 (dd, = 8.2 and 0.9 Hz, 1 H), 6.98 (d#i= 8.4 and
0.9 Hz, 1H), 6.99-7.30 (m, 1 H), 7.56-7.73 (m, 2 8113 (dJ = 8.0 Hz, 1 H), 12.72 (s, 1 H).
EI-MS: m/z226 [M]".
Anal. Calc. for C14H1003: C, 74.33; H, 4.46. Found: C, 74.02; H, 3.96.
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1-Hydroxy-3-methyl-9H-xanthen-9-one (24)
O OH

II (0] i Me

The compound was obtained following the generalcgdare of xanthones using 2-
hydroxybenzoic acid and 5-methylresorcinol.

Yield: 28 %.

Aspect Yellow powder.

mp: 142 °C.

'H NMR (CDCl53): & 2.45 (s, 3 H), 6.61-6.72 (m, 1 H), 6.73-6.89 (nH)1 7.35- 7.65 (m, 2
H), 7.39-7.75 (m, 1 H), 8.27 (dd= 8.0 and 1.7 Hz, 1 H), 12.58 (s, 1 H).

EI-MS: m/z226 [M]'.

Anal. Calc. for C;4H1003: C, 74.33; H, 4.46. Found: C, 74.13; H, 4.18.

1-Hydroxy-5-methoxy-3-methyl -H-xanthen-9-one (25)
O OH

IOlMe

OMe
The compound was obtained following the generatgdare of xanthones using 2-hydroxy-
3-methoxybenzoic acid and 5-methylresorcinol.
Yield: 10 %.
Aspect Yellow powder.
mp: 192°C.
'H NMR (CDCl53): § 2.44 (s, 3 H), 4.04 (s, 3 H), 6.64-6.66 (m, 16488-6.91(m, 1 H), 7.24-
7.32 (m, 2 H), 7.81-7.83 (m, 1 H), 13.55 (s, 1 H).
EI-MS: m/z256 [M]".
Anal. Calc. for C14H1004: C, 69.42; H, 4.16. Found: C, 69.21; H, 4.07.
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1,3-Dihydroxy-5-methoxy-H-xanthen-9-one (26)
O OH

OMe
The compound was obtained following the generatg@dare of xanthones using 2-hydroxy-
3-methoxybenzoic acid and phloroglucinol.
Yield: 40 %.
Aspect Yellow powder.
mp: 248°C.
'H NMR (DMSO-dg): 5 2.50 (s, 3 H), 3.97 (s, 1 H), 6.22 (s, 1 H), 11 H), 7.39 (s, 1 H),
7.49 (s, 1 H), 7.65 (s, 1 H), 11.11 (s, 1 H), 12811 H).
EI-MS: m/z258 [M]".
Anal. Calc. for C14H100s: C, 65.12; H, 3.90. Found: C, 65.0; H, 3.77.

1,3-Dihydroxy-9H-xanthen-9-one (27)
O OH

OH

The compound was obtained following the generalcguare of xanthones using
phloroglucinol and salicylic acid.

Yield: 66%.

Aspect White powder.

rf: 0.43 (cyclohexane : ethyl acetate, 7 : 3).

mp: 242°C.

'H NMR (DMSO-dg): & 6.20 (d,J = 2.0 Hz, 1 H), 6.39 (dl = 2.0 Hz 1 H), 7.46 (ddl = 14.2
and 6.8 Hz, 1 H), 7.58 (d,= 8.4 Hz, 1 H), 8.02-7.77 (m, 1 H), 8.11 (dds 7.9 and 1.4 Hz, 1
H), 11.10 (s, 1 H), 12.80 (s, 1 H).

EI-MS: m/z228 [MT".

Anal. Calc. for C13HgO4: C, 68.42; H, 3.53. Found: C, 68.21; H, 3.37.
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1,3-Dihydroxy-6-methoxy-H-xanthen-9-one (28)

O OH
MeO II O il OH

The compound was obtained following the generalcguare of xanthones using
phloroglucinol and 2-hydroxy-4-methoxybenzoic acid.

Yield: 95%.

Aspect Orange powder.

rf: 0.75 (cyclohexane : ethyl acetate, 7 : 3).

mp: 268°C.

'H NMR (Acetone-ds): & 3.96 (s, 3 H), 6.22 (d] = 2.0 Hz, 1 H), 7.04-6.95 (m, 2 H), 8.10-
8.02 (m, 1 H).

EI-MS: m/z258 [MT'.

Anal. Calc. for C14H100s: C, 65.12; H, 3.90. Found: C, 64.98; H, 3.81.

1,3-Dihydroxy-6-methyl-9H-xanthen-9-one (29)

O OH
Me/‘\)Jj‘\ ‘O‘OH

The compound was obtained following the generalcguare of xanthones using
phloroglucinol and 2-hydroxy-4-methylbenzoic acid.

Yield: 25%.

Aspect Beige powder.

mp: 306°C.

'H NMR (400 MHz, CDsOD): 5 2.48 (s, 3 H), 6.19 (s, 1 H), 6.36 (s, 1 H), 7(@6J = 4.7
Hz, 1 H), 7.37 (s, 1 H), 7.97 (d= 4.2 Hz, 1 H), 11.05 (s, 1 H), 12.87 (s, 1 H).

EI-MS: m/z242 [M]".

Anal. Calc. for C14H1004: C, 69.42; H, 4.16. Found: C, 69.22; H, 3.99.
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1-Hydroxy-3,6-dimethyl-9H-xanthen-9-one (30)
O OH

Me’ ll O il Me

The compound was obtained following the generalcgdare of xanthones using 5-
methylresorcinol and 2-hydroxy-4-methylbenzoic acid

Yield: 22%.

Aspect Yellow powder.

mp: 147°C.

'H NMR (CDCI3): & 2.44 (s, 3 H), 2.52 (s, 3 H), 6.62-6.63 (m, 1 Bl}/3-6.74 (m, 1 H),
7.18-7.25 (m, 2 H), 8.14 (d,= 8.0 Hz, 1 H), 12.65 (s, 1 H).

EI-MS: m/z240 [MT".

Anal. Calc. for C15H1203: C, 74.99; H, 5.03. Found: C, 74.83; H, 4.81.

1-Hydroxy-3-methoxy-9H-xanthen-9-one (31)
O OH

I (0] il OMe

A mixture of27 (0.5 g, 2.19 mmol) and dimethyl sulfate (0.207 rAL1,9 mmol) was treated
with potassium carbonate in acetone and stirrdd@t°C for 24 h. The reaction mixture was
cooled to room temperature, solvent was evaporateder was added and the resulting
precipitate was filtered, washed with water an@diover sodium sulfate to gi4.

Yield: 53%.

Aspect Brown powder.

rf: 0.63 (cyclohexane : ethyl acetate, 7 : 3).

mp: 143°C.

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 8 3.91 (s, 3 H), 6.37 (d, = 2.0 Hz, 1 H), 6.45 (d] = 2.0 Hz, 1
H), 7.56-7.32 (m, 2 H), 7.73 (t, 1 H), 8.26 {ds 7.9 Hz, 1 H), 12.89 (s, 1H).

ESI-MS: m/z243 [M+H]".

Anal. Calc. for C14H1004: C, 69.42; H, 4.16. Found: C, 69.17; H, 3.86.
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1,3,5,6-Tetrahydroxy-3H-xanthen-9-one (32)

O OH
HO @] O OH
OH
The compound was obtained following the generalcgdare of xanthone using
phloroglucinol and 2,3,4-trihydroxybenzoic acid.
Yield: 98%.
Aspect Orange powder.
rf: 0.24 (cyclohexane : ethyl acetate, 3 : 7).
mp: 303°C.
'H NMR (DMSO-dg): 5 6.13 (s, 1 H), 6.37 (s, 1 H), 6.89 (s 8.5 Hz, 1 H), 7.45 (d] = 8.5
Hz, 1 H), 9.63 (s, 1 H).
ESI-MS: m/z261 [M+H] .

1,3,5-Trihydroxy-9H-xanthen-9-one (33)
O OH

I @) I OH

OH
A mixture of26 (0.05 g, 0.19 mmol) and BB(0.326 mL, 1.9 mmol) in dichloromethane was
stirred at room temperature for 24 h. The reaatioxture was poured onto crushed ice, and
then extracted with dichloromethane. The resultinganic layer was washed with water,
dried over sodium sulfate and the solvent was enzded to yield the desired product.
Yield: 56%.
Aspect Dark beige powder.
rf: 0.73 (ethyl acetate).
mp: 302°C.
'H NMR (CD30OD): § 4.59 (s, 1 H), 4.83 (s, 1 H), 5.75-5.49 (m, 2 610 (d,J = 7.4 Hz, 1
H), 8.49 (s, 1 H), 9.01 (s, 1 H), 11.23 (s, 1 H).
ESI-MS: m/z245 [M+H]".
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1,3,6-Trihydroxy-9H-xanthen-9-one (34)

O OH
HO II (@) i OH

The compound was obtained following the same prnaeedpplied for the synthesis 83.
Yield: 24%.

Aspect Dark beige powder.

rf: 0.77 (ethyl acetate).

mp: 301°C.

'H NMR (CD30D): & 6.14 (s, 1 H), 6.29 (s, 1 H), 6.75 (s, 1 H), 6(83J = 8.0 Hz, 1 H),
7.99 (d,J =8 Hz, 1 H).

ESI-MS: m/z244 [M+H]".

1-Hydroxy-6-methoxy-3-((3-methylbut-2-en-1-yl)oxy)9H-xanthen-9-one (35) and 6-
methoxy-1,3-bis((3methylbut-2-en-1-yl)oxy)-Bl-xanthen9-one (36)

AN

O OH o o NF
ool ﬁ o
MeO (9] 9] MeO (@] O

35 |

A mixture of 28 (0.2 g, 0.78 mmol) and 3,3-dimethyl allyl bromi@@207 mL, 2.19 mmol)
was treated with potassium carbonate (0.409 gn2i®l) in acetone and stirred at 100 °C for
24 h. The reaction mixture was cooled to room taatpee and the solvent was evaporated.
The residue was purified by column chromatograpHyted with a gradient of
cyclohexane/CELCI; (5 : 5) to CHCI,to give compoun@®5 followed by compoun@é.

1-Hydroxy-6-methoxy-3-((3-methylbut-2-en-1-yl)oxy)9H-xanthen-9-one(35)
Yield: 11%.

Aspect Amorphous yellow solid.

rf: 0.63 (cyclohexane : ethyl acetate, 7 : 3).

mp: 104 °C.
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'H NMR (CDCl3): 5 1.78 (s, 3 H), 1.83 (s, 3 H), 3.92 (s, 3 H), 489 = 6.7 Hz, 2 H), 5.48-
5.51 (m, 1 H), 6.33 (d) = 2.1 Hz, 1H), 6.38 (dJ = 2.1 Hz, 1H), 6.81 (dJ = 2.2 Hz, 1H),
6.91 (dd,J = 8.9 and 2.3 Hz, 1H), 8.12 (@= 8.9 Hz, 1H).

ESI-MS: m/z327 [M+H]".

6-Methoxy-1,3-bis((3methylbut-2-en-1-yl)oxy)-81-xanthen9-one(36)

Yield: 31 %.

Aspect Yellow oil.

rf: 0.37 (cyclohexane : ethyl acetate, 7 :3).

'H NMR (CDCl3): 8 1.75-1.83 (m, 12 H), 3.88 (s, 3 H), 4.58Jd; 6.7 Hz, 2 H), 4.65 (d]
= 6.3 Hz, 2 H), 5.49-5.53 (m, 1 H), 5.62-5.65 (nH) 6.34 (dJ = 2.1 Hz, 1 H), 6.44 (d] =
2.1 Hz, 1H), 6.75 (d) = 2.2 Hz, 1 H), 6.86 (ddl = 8.9, 2.3 Hz, 1 H), 8.18 (d,=8.9 Hz, 1
H).

ESI-MS: m/z395 [M+H] .

1-Hydroxy-3,6-dimethoxy-H-xanthen-9-one (37) and 1,3,6-trimethoxy49-xanthen-9-
one (38)
O OMe

O OH
MeO I (0] il OMe MeO I (0] i OMe
37 38

A mixture of28 (0.30 g, 1.2 mmol) and dimethyl sulfate (0.113 rhl2 mmol) and potassium
carbonate (0.48 g, 3.5 mmol) in acetone was stiate85 °C for 18 h. After the reaction
mixture was cooled to room temperature, solvent exagporated, water was added and the
resulting precipitate was filtered, washed with evadnd dried. The residue was purified by

column chromatography eluting with @El,to provide compoun87 and compoun@8.

1-Hydroxy-3,6-dimethoxy-9H-xanthen-9-one(37)
Yield: 19%.

Aspect Orange powder.

rf: 0.80 (DCM).

mp: 88°C.
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'H NMR (CDCl3): 6 3.89 (s, 3 H), 3.94 (s, 3 H), 6.35 (s, 1 H), 6(811 H), 6.84 (s, 1 H),
6.94 (d,J = 8.9 Hz, 1 H), 8.15 (dl = 8.9 Hz, 1H), 12.96 (s, 1H).

ESI-MS: m/z273 [M + H]".

Anal. Calc. for C;5H120s: C, 66.18; H, 4.45. Found: C, 66.24; H, 4.42.

1,3,6-Trimethoxy-9H-xanthen-9-one(38)

Yield: 31 %

Aspect Beige powder

rf: 0.20 (DCM).

mp: 181 °C.

'H NMR (CDCl5): & 3.88 (s, 6 H), 3.97 (s, 3 H), 6.33 (s, 1 H), 6(d61 H), 6.77 (s, 1 H),
6.88 (d,J =9.0 Hz, 1 H), 8.19 (dl = 8.9 Hz, 1H).

ESI-MS: m/z287 [M+H]".

Anal. Calc. for C16H1405:1.5 HO: C, 61.34; H, 4.50. Found: C, 61.83; H, 5.47.

3-Benzyloxy-1-hydroxy-6-methoxy-#-xanthen-9-one (39)
O OH

o

A mixture of 28 (0.500 g, 1.9 mmol) and benzyl bromide (0.226 mMl9 mmol) and
potassium carbonate (0.802 g, 5.8 mmol) in aceteamestirred at 100 °C for 24 hours. After
the reaction mixture was cooled to room temperatsodvent was evaporated, water was
added and the solution was extracted with dichl@tbgne. The resulting organic layer was
washed with water, dried over sodium sulfate, amal dolvent was evaporated to provide
xanthone39.

Yield: 17 %.

Aspect Orange powder.

rf: 0.13 (cyclohexane : ethyl acetate, 7 : 3).

mp: 160 °C.

'H NMR (CDCl3): § 3.93 (s, 3H), 5.15 (s, 2 H), 6.43 (s 2.3 Hz, 1 H), 6.47 (dl = 2,3 Hz,

1 H), 6.83 (dJ=2.3 Hz, 1 H), 6.94 (dd, = 8.9 and 2.4 Hz, 1H), 7.33-7.51 (m, 6 H), 8.15 (d
J=8.9 Hz, 1 H), 13.00 (s, 1 H).
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ESI-MS: m/z349 [M+H]".

3-Benzyloxy-1,6-dimethoxy-®1-xanthen-9-one (40)
O OMe

o

A mixture 0f39 (0.4 g, 1.1 mmol) and dimethyl sulfate (0.104 rill, mmol) and potassium
carbonate (0.476 g, 3.4 mmol) in acetone was dtataeflux for 24 hours. After the reaction
mixture was cooled to room temperature, solvent exagporated, water was added and the
solution was extracted with dichloromethane. Thasulteng organic layer was washed with
water, dried over sodium sulfate, and the solvead evaporated to give derivatide.

Yield: 85 %.

Aspect Orange powder.

mp: 149 °C.

'H NMR (CDCl3): 6 3.88 (s, 3 H), 3.95 (s, 3 H), 5.13 (s, 2 H), §d1) = 2.2 Hz, 1 H), 6.54-
6.49 (m, 1 H), 6.74 (d] = 2.3 Hz, 1 H), 6.84-6.91(m, 1 H), 7.33-7.49 (nHp 8.19 (d,J =
8.9 Hz, 1 H).

ESI-MS: m/z363 [M+H]".

Anal. Calc. for C,;H8g0s: C, 72.92; H, 5.01. Found: C, 71.03; H, 5.07.

N-(6,8-Dihydroxy-9-oxo-H-xanthen-3-yl)-2,2,2-trifluoroacetamide (41)

O OH
O
F3CJ\N o) OH
H

The compound was obtained following the generalcguare of xanthones using
phloroglucinol and 2-hydroxy-4-(2,2,2-trifluoroaaetido)benzoic acid. The later was
obtained by condensation between the trifluoroacathydride and the anthranilic acid. The
product was further purified by column chromatodmaeluting with CHCI,/EtOAc (3:7) to
give compoundil.

Yield: 35 %.

Aspect Yellow powder.

111



rf: 0.89 (DCM : ethyl acetate, 1 : 9).

mp: 307°C.

'H NMR (DMSO-dg): § 6.17 (dJ = 2.1 Hz, 1 H), 6.37 (dl = 2.0 Hz, 1 H), 7.64 (dd}, = 8.7,
1.8 Hz, 1 H), 7.93 (0] = 1.7 Hz, 1 H), 8.08 (d] = 8.7 Hz, 1 H), 12.75 (s, 1 H).

ESI-MS: m/z340 [M+H]".

6-Amino-1,3-dihydroxy-9H-xanthen-9-one (42)
O OH

AN ‘ :o: ‘ “OH

A mixture of41 (0.400 g, 1.2 mmol), and potassium carbonate 8gdl@.2 mmol) in MeOH
was stirred at room temperature for 15 hours. Theeat was evaporated, water was added,
the solution was neutralized and extracted with A&OThe resulting organic layer was
washed with water, dried over sodium sulfate, amel $olvent was evaporated to give
compound42.

Yield: 57 %.

Aspect Light yellow powder

rf: 0.78 (DCM : ethyl acetate, 1 : 9).

mp: 318°C.

'H NMR (DMSO-dg): & 6.08 (d,J = 2.0 Hz, 1 H), 6.25 (d] = 2.0 Hz, 1 H), 6.42 (d] = 1.8
Hz, 1 H), 6.48-6.71 (m, 2 H), 7.74 @z= 8.7 Hz, 1 H), 10.74 (s, 2 H), 13.34 (s, 1 H).
ESI-MS: m/z244 [M+H]".

Synthesis of acridones (azaxanthones) derivatives

General procedure

0

o o)
N OH
R ] OH | R & @ X b X X
. + R | R — R-- | TR
P = [ |
Cl HaN NN NN N
H H

a) A mixture of 2-chlorobenzoic acid derivative (1 @qy aniline derivative (1 equiv.) and
potassium carbonate (1 equiv.) in isoamyl alcoBoéquiv.) was stirred at 160°C for 10 hours.

The solvent was evaporated and the residue is tagewith hot water and acidified by HCI
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(12N). The precipitate is filtered and washed with water and dissolved in EtOAc. The organic
layer is dried over sodium sulfate and filteredaooolumn of silica to fade. The intermediate was
obtained and used without further purification.

b) Phosphorus pentoxide (4 equiv.) was dissolved wsphoric acid (9 equiv.) and stirred under
nitrogen at 110 °C for 1 hour. The intermediateeliv.) obtained was added and the mixture
was maintained at 110 °C for 3 hours. After coolingoom temperature, the reaction mixture
was poured onto crushed ice and basified with sodiydroxide 3N. The precipitate is filtered

and washed with water and recrystallized with atunexof water/methanol.

1,3-Dimethoxy-9(1@H)-acridone (43)
O OMe

I N i OMe
H

The compound was obtained following the generalcgdare of acridones using 2-
chlorobenzoic acid derivatives and 3,5-dimethoxiyaei

Yield: 53 %.

Aspect Beige powder.

mp: 260°C; mp (HO:CH;OH) 259-261 °C.

'H NMR (DMSO-d6): § 3,82 (s, 3 H), 3.86 (s, 3 H), 6.24 (= 2.0 Hz, 1 H), 6.45 (d] = 2.0
Hz, 1 H), 7.16 (t) = 7.2 Hz, 1H), 7.37 (d] = 8.0 Hz, 1 H), 7.60 (] = 8.4 Hz, 1 H), 8.08 (d,
J=8.0Hz, 1 H), 11.36 (s, 1 H).

EI-MS: m/z255 [M]".

Anal. Calc for C15H13NO3: C, 70.58 ; H, 5.13 ; N, 5.49. Found: C, 70.495H1; N, 5.39.

1-Hydroxy-3-methoxy-9(1MH)-acridone (44)
O OH

II l}l 'I OMe
H

A mixture of @3) (0.45 g, 1.76 mmol) and boron tribromide (4.50,n26.4 mmol) in
dichloromethane was stirred at room temperature4oh. The reaction mixture was poured
onto crushed ice, and then extracted with dichl@tvane. The resulting organic layer was
washed with water, dried over sodium sulfate, dmedsblvent was evaporated.

Yield: 50 %.
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Aspect Yellow powder.

mp: 233-235 °C.

'H NMR (DMSO-d6): & 3.85 (s, 3 H), 6.16 (d] = 2.4 Hz, 1 H), 6.38 (d] = 2.4 Hz, 1 H),
7.29 (dtJ=7.2 and 0.8 Hz, 1 H), 7.49 @= 8.4 Hz, 1 H), 7.74 (dl = 7.2 and 1.6 Hz, 1 H),
8.17 (ddJ=8.0 and 1.2 Hz, 1 H), 11.97 (s, 1 H).

EI-MS: m/z241 [M]".

Anal. Calc for C14H11NO3: C, 69.70; H, 4.60; N, 5.81. Found: C, 69.66; 524N, 5.77.

1,2-Dimethoxy-9(1M)-acridone (45)
O OMe

O
N
H

The compound was obtained following the generalcgdare of acridones using 2-
chlorobenzoic acid derivatives and 3,4-dimethoxiyaei

Yield: 40%.

Aspect yellow powder.

mp: > 270 °C.

'H NMR (DMSO-d6): 5 3.85 (s, 3 H), 3.92 (s, 3 H), 6.97 (s, 1 H), 7D = 7.6 Hz, 1 H),
7.49 (dJ=8.4Hz, 1 H), 7.57 (s, 1 H), 7.66 Jt= 8.4 Hz, 1 H), 8.20 (d] = 7.6 Hz, 1 H).
EI-MS: m/z255 [M]".

Anal. Calc for C15H13NO3: C, 70.58; H, 5.13; N, 5.49. Found: C, 70.56;5H7; N, 5.42.

1,2-Dimethoxy-9(1M)-acridone (46)

MeO

(@] OMe

l l OMe
N

OMe H

The compound was obtained following the generatgaare of acridones using 2-chloro-3,4-
dimethoxybenzoic acid derivatives and 3,4-dimetlzoxiyne.
Yield: 40%
Aspect Yellow-green powder
mp: > 270 °C.
'H NMR (DMSO-d6): &
EI-MS: m/z316 [M+H]".
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Synthesis of verapamil derivatives

General procedure for the synthesis of verapamil devatives

a) 3,4-Dimethoxyaniline or 2-(3,4-dimethoxyphenijmethylethanamine (1 equiv) was
dissolved in CHCIl, cooled in ice, then chloro acetylchloride (1.35uigqg and
triethylamine (1.1 equiv.) were added. The mixtwas stirred at room temperature for
1.5 hour. The reaction mixture was extracted wikyCl,, washed successively with HCI
(0.5N), saturated NaHCGGnd water. The organic layer was dried over sodiulfate and
evaporated.

b) The obtained residue was dissolved in acetonitaitel 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-
methylethanamine or 3,4-dimethoxyaniline (1 equanyl triethylamine (1.1 equiv) were
added. The mixture was stirred at reflux for 15ri3o@rhe solvent was evaporated and the
residue was dissolved in water, pH is adjusted ,t@n@fl extracted with EtOAc. The

organic layer was washed with water, dried overnsuodulfate and evaporated.

2-((3,4-Dimehoxyphenethyl)(methyl)amino)N-(3,4-dimethoxyphenyl)acetamide (47)
OMe

MeO H\H/\N/\/@OMe

Me0:©/ O I\llle
The compound was obtained following the proced@ineecapamil derivatives using in a) 3,4-
dimethoxyaniline and chloroacetyl chloride and in &-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-
methylethanamine.
Yield: 26%.
Aspect Yellow oil.
rf: 0.53 (ethyl acetate).
'H RMN (400 MHz, CDCls): 3 2.44 (s, 3 H), 2.79-2.78 (m, 4 H), 3.16 (s, 23481 (s, 3 H),
3.84 (s, 3 H), 3.86 (s, 3 H), 3.88 (s, 3 H), 6.68,0 =2.4,8.6 Hz, 1 H), 6.72-6.78 (m, 4 H),

7.27-7.28 (m, 1 H), 8.71 (s, 1 H).
EI-MS: m/z 388 [M+H].
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N'-(3,4-Dimethoxyphenethyl)N*-(3,4-dimethoxyphenyl)N'-methylethane-1,2-diamine
(48)

OMe

P B

OMe
A mixture of compound47) (0.65 g, 1.7 mmol) in anhydrous THF and LiAlf0.193g, 5.1
mmol) was stirred at reflux for 16 hours. After &ng, the reaction mixture was mixed with
ice and a solution of NaOH (10 N) was added udightly basic pH . The mixture was
extracted with diethyl ether. The organic layer wasshed with water, filtered aver celite,
dried over sodium sulfate and evaporated.
Yield: 64%.
Aspect Yellow oil.
'H RMN (400 MHz, CDCls): 8 2.33 (s, 3 H), 2.55 (f] = 6.7 Hz, 1 H), 2.60-2.64 (m, 2 H),
2.73-2.77 (m, 2 H), 3.13 (§, = 6.5 Hz, 2 H), 3.79 (s, 3 H), 3.83 (s, 6 H), 3.85341), 6.11

(dd,J = 2.4, 8.5 Hz, 1 H), 6.21 (d] = 2.3 Hz, 1 H), 6.66-6.84 (m, 4 H).
EI-MS: m/z 375 [M+H].

3-((3,4-Dimethoxyphenethyl)(methyl)aminoN-(3,4-dimethoxyphenyl)propanamide (49)

H e

MeO N\H/\/N\/\CEOMe

MeOD/ © OMe
The compound was obtained following the proced@ineecapamil derivatives using in a) 3,4-
dimethoxyaniline and 3-chloropropionyl chloride amd b) 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-
methylethanamine. The obtain residue was purifieddlumn chromatography eluted with a
gradient of 100 % EtOAc to EtOAc/MeOH (7:3) to gisempoundi9
Yield: 40%.
Aspect Yellow oil.
rf: 0,43 (ethyl acetate : methanol ;3 80 : 15 : 5).
'H RMN (400 MHz, CDCls): 82.37 (s, 3 H), 2.44-2.47 (m, 2 H), 2.70-2.78 (nH)6 3.69-
3.95 (m, 12 H), 6.44 (dd, J = 2.1, 8.6 Hz, 1 H§466.75 (m, 4 H), 7.36 (d, J = 1.8 Hz, 1 H),
10.42 (s, 1 H).
EI-MS: m/z 403 [M+H].
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N-(3,4-Dimethoxyphenethyl)N>-(3,4-dimethoxyphenyl)N'-methylpropane-1,3-diamine
(50).

H Me

MeO N._~_N OMe

MeOD/ V\E:[om
The compound was obtained by the same procedurérashe compound 48) from
compound 49). The obtain residue was purified by column chrtwgeaphy eluted with a
gradient of 100 % EtOAc to EtOAc/MeOH (7 : 3) togicompound50).
Yield: 40 %.
Aspect Brown oll.
rf: 0,5 (ethyl acetate : methanol, 95 : 5).
'H RMN (400 MHz, CDCl3): 8 2.31 (s, 3 H), 2.65-2.69 (m, 4 H), 2.73-2.77 (n4)23.09 (t,
J =5,7 Hz, 2 H), 3.80-3.88 (m, 14 H), 6,10 (dds 2,5,8,5 Hz, 1 H), 6,19 (d) =2,4 Hz, 1
H), 6,73-6.80 (m, 4 H).
EI-MS: m/z 389 [M+H].

N-(3,4-Dimethoxyphenethyl)-2-((3,4-dimethoxyphenyl)aino)-N-methylacetamide (51)
.y o /\/@iOMe

MeOD/N\)J\N oMo

MeO Me
The compound was obtained following the proceddireecapamil derivatives using in a) 2-
(3,4-dimethoxyphenyl)-N-methylethanamine and chdoetyl chloride and in b) 3,4-
dimethoxyaniline.
Yield: 15 %.
Aspect Brown crystal.
rf: 0.48 (ethyl acetate).
mp: 89 °C.
'H RMN (400 MHz, CDCls):  2.80-2.85 (m, 2 H), 2.87-3.13 (m, 3 H), 3.50)(& 7.0 Hz,
2 H), 3.64 (tJ = 7.5 Hz, 2 H), 3.78-3.88 (m, 13 H), 5.93-6.10 (nH) 6.27 (ddJ =, 2.39,

27.97Hz, 1 H), 6.66-6.84 (m, 4 H).
EI-MS: m/z 411 [M+Na].
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1,1'-(Piperazine-1,4-diyl)bis(2-(3,4-dimethoxyphenyethanone) (52)

MeO N/_\N OMe
/

Meom mOMe
A mixture of (3,4-dimethoxyphenyl)acetyl chlorid@.§ g, 2.3 mmol), 1,4-piperazine (0.099
g, 1.15 mmol) in in CKCI, cooled in ice. Triethylamine (0.325 mL, 2.3 mmwBs added and
the reaction mixture was stirred at room tempeeatar 5 hours. The reaction mixture was
washed with water and with HCI (0.5N), and satutaelution of NaHC@ and still water.
The organic layer was dried over sodium sulfate earaporated.
Yield: 98%.
Aspect White powder.
rf: 0.33 (ethyl acetate).
mp: 150 °C.
'H RMN (400 MHz, CDCls): 53.23 (s, 2 H), 3.44 (s, 5 H), 3.56-3.76 (m, 5 3187-3.88 (m,
12 H), 6.56-7.00 (m, 6 H).
EI-MS: m/z 465 [M+Na].

1,4-Bis(3,4-dimethoxyphenethyl)piperazine (53)

MeO N/_\N OMe

J/

MerEj/v \/\©iOMe
The compound was obtained by the same procedurérashe compound 48) from
compoundb2.
Yield: 48 %.
Aspect White powder.
rf: 0,16 (ethyl acetate : methanol, 95 : 5).
mp: 117 °C.
'H RMN (400 MHz, CDCls): 2.51-2.55 (m, 11 H), 2.67-2.71 (m, 5 H), 3.76 ($)63.79
(s, 6 H), 6.89-6.42 (m, 6 H).
EI-MS: m/z 415 [M+H].
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N* N3-Bis(3,4-dimethoxyphenethyl)N N3-dimethylpropane-1,3-diamine (54)
I\llle I\llle

MeO N._~_N OMe

Me0:©/\/ \/\C[OMe
A mixture of 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-methylethamae (1 g, 5 mmol), 1,3-
dibromopropane (0.5 g, 2.5 mmol) in acetonitrileswairred at reflux for 72 hours. The
reaction mixture was cooled to room temperaturk/esb was evaporated, water was added,
and pH is adjusted to 7. The reaction mixture wdsaeted with EtOAc, washed with water,
dried over sodium sulfate and evaporated.
Yield: 42 %.
Aspect Yellow oil.
rf: 0,16 (ACE : methanol : 4D, 80 : 15 : 5)
'H RMN (400 MHz, CDCls): 5 1.65-1.73 (m, 2 H), 2.30 (s, 6 H), 2.40-2.44 (nH}4 2.57-
2.60 (m, 4 H), 2.70-2.74 (m, 4 H), 3.83 (s, 6 HBE3(s, 6 H), 6.58-6.95 (M, 6 H).
EI-MS: m/z 431 [M+H].

N*,NZ2-Bis(3,4-dimethoxyphenethyl)N*,N*-dimethyloxalamide (55)
'Y'e o WCEOMe

MeOD/\/N\[HJ\N oMo

MeO O Me
A mixture of 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-methylethamiae (2 g, 10 mmol), 1,2-dichloro-
oxalyle (0.634 g, 5 mmol) in Gi&l, cooled in ice. Pyridine (0.97 mL, 12 mmol) was edid
and the reaction mixture was stirred at room teatpee for 20 hours. The reaction mixture
was washed with water, and the organic layer weesldrver sodium sulfate, and evaporated.
The obtain residue was purified by column chromaplgy eluted with a gradient of
cyclohexane/EtOAc (5 : 5) to 100 % EtOAc to givenpmund55.
Yield: 58 %.
Aspect transparent oil.
rf: 0,49 (ethyl acetate).
'H RMN (400 MHz, CDCls): 8 2.54-2.55 (m, 3 H), 2.80-2.63 (m, 4 H), 2.80-2.8809 3 H),
3.04 (t,J =7.3 Hz, 1 H), 3.30 (tJ = 7.2 Hz, 1 H), 3.42-3.58 (m, 2 H), 3.72 (dds 15.4, 8.8

Hz, 12 H), 6.35-6.88 (m, 6 H).
EI-MS: m/z 467 [M+H].
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N*,N%-bis(3,4-Dimethoxyphenethyl)N* N-dimethylethane-1,2-diamine (56)
'Yle /\/©:0Me
Meoji:|/\/N\/\,Tl OMe
MeO Me
The compound was obtained by the same proceduréorashe compound 48) from
compound %5).
Yield: 62%.
Aspect Yellow oil.
rf: 0,24 (ethyl acetate : methanol, 95 : 5)
'H RMN (400 MHz, CDCls): & 2.54-2.55 (m, 3 H), 2.80-2.63 (m, 4 H), 2.80-2.889 3 H),
3.04 (t,J = 7.3 Hz, 1 H), 3.30 () = 7.2 Hz, 1 H), 3.42-3.58 (m, 2 H), 3.72 (dds 15.4, 8.8

Hz, 12 H), 6.35-6.88 (m, 6 H).
EI-MS: m/z 467 [M+Nal].

Synthesis of ABCG2 inhibitors

Ethyl 5-methoxy-4-o0xo0-4-chromene-2-carboxylate (57)

O

© | OEt

OMe O

2’-Hydroxy-6’-methoxyacetophenone was dissolvedamhydrous ethanol then added to a

freshly prepared sodium ethoxide (6 equiv.), themthgl oxalate (6 equiv.) was added. The

mixture was stirred at 100°C for 10 hours, aftericlththe mixture was cooled to room

temperature, ethanol was evaporated and water ddedaThe solution was acidified with

HCI (2N) and extracted with EtOAc. The organic layes washed with brine, dried over

NaSQO, and concentrated. The resulting residue was disdoh ethanol and heated at 100°C

for one hour. At the end, the ethanol was evapdrate

The crude material was purified by column chromedpgy eluting with a gradient that starts

with 3:7 (cyclohexane:C}l,) and finally CHCI, 100 % to provide the compouBé.
Yield: 23%.

Aspect Amorphous orange solid.

rf: 0.15 (cyclohexane : ethyl acetate, 3 : 7).
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mp: 126°C.

'H RMN (400 MHz, CDCls): 81.33(t, J = 7.1 Hz, 3 H), 3.88 (s, 3 H), 4.34 ()= 7.1 Hz, 2
H), 6.75 (dJ=8.3 Hz, 1 H), 7.04 (dl = 8.5 Hz, 1 H), 7.51 (1 = 8.4 Hz, 1 H).

EI-MS: m/z 249 [M+HT.

Methyl 5-hydroxy-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylate (58)

0]
0

| OMe

OH O
The compound was obtained following the generalcgdare for the preparation of
compound %7), using sodium methoxide in MeOH. The residue wasfied by column
chromatography eluting with G&gl, 100 %.
Yield: 24 %.
Aspect Yellow powder.
rf: 0.54 (ethyl acetate).
mp: 108°C.
'H RMN (400 MHz, CDCls): 54.02 (s, 3 H), 6.85 (ddJ = 8.3, 0.4 Hz, 1H), 7.04 (dd,=
7.2,1.2Hz,2H), 7.61 (§=8.4 Hz, 1 H), 12.12 (s, 1 H).
EI-MS: m/z 221 [M+H].

5-Hydroxy-4-oxo-4H-chromene-2-carboxylic acid (59)
O
© | OH
OH O
Ester 67) was dissolved in a solution of NaHE(0 % in HO) and heated at 80 °C for 3
hours. After cooling, the solution was acidifiedtiwiconcentrated HCI| and extracted with
EtOAc. The organic layer was washed with wateredirover NaSQ,, and evaporated to
provide pure %9)
Yield: 88 %.
Aspect Yellow powder.
mp: 263°C.
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'H RMN (400 MHz, Acetoned6): &6.81 (dd,J = 8.3, 0.7 Hz, 1 H), 6.94 (s, 1 H), 7.07 (dd,
=8.5,0.8 Hz, 1 H), 7.70 (§,= 8.4 Hz, 1 H), 12.24 (s, 1 H).

N-(3,4-Dimethoxyphenethyl)-5-hydroxy-4-oxo-#-chromene-2-carboxamide (60)
o /\/@EOMe
© | NH OMe
OH O

Carboxylic acid $9) was dissolved in C¥Cl, was mixed with oxalyle chloride (2 equiv.) and
stirred at room temperature for 24 hours. At thd,dhe solvent was evaporated and the
residue was used without purification. The acicodde was dissolved in THF, triethyamine
(1 equiv.) was added followed by the addition of32-dimethoxyphenyl)ethanamine (1
equiv.). The reaction mixture was stirred at ro@mperature for 24 hours. The solvent was
evaporated and the residue was extracted with Et@Ashed with water, dried over 0D,
and concentrated.
Yield: 30 %.
Aspect Yellow powder.
rf: 0.69 (ethyl acetate).
mp: 192°C.
'H RMN (400 MHz, CDCls): $2.90 (dd,J = 12.9, 5.9 Hz, 2 H), 3.73 (dd= 13.2, 6.9 Hz, 2
H), 3.87 (s, 3 H), 3.88 (s, 3 H), 6.75-6.88 (m, ¥ 6197 (s, 1 H), 7.09 (s, 1 H), 7.57Jt 8.4
Hz, 1 H), 12.25 (s, 1 H).
EI-MS: m/z 292 [M+Na].

5-Hydroxy-2-(4-phenylpiperazine-1-carbonyl)-4H-chromen-4-one (61)

LA
OH O ©

The compound was obtained following the generalcgdare as for the synthesis of
compounds0 using 1-phenylpiperazine.

Yield: 33 %.

Aspect Amorphous orange solid.

rf: 0.30 (cyclohexane : ethyl acetate, 7 : 3).
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mp: 172°C.

'H RMN (400 MHz, CDCl3): 83.24-3.29 (m, 4 H), 3.72 (s, 2 H), 3.93 (s, 2 H526(d,J =
2.3 Hz, 1 H), 6.85 (dd] = 8.3, 0.7 Hz, 1 H), 6.89-7.00 (m, 4 H), 7.28-7(B% 2 H), 7.58 (td,
J=8.4,2.3Hz, 1H),12.21 (s, 1 H).

EI-MS: m/z 351 [M+HT.

5-(3,4-Dimethoxyphenethoxy)-4-oxo-#-chromene-2-carboxylic acid (62)

O
O

|
Meoj@/\/o (0]
MeO

2,6-Dihydroxyacetophenone dissolved in acetone WWHCO; (1 equiv.) and 4-(2-

OH

bromoethyl)-1,2-dimethoxybenzene (1 equiv.). Thgtore was stirred at 100°C for 24 hours.
After the reaction mixture was cooled to room terapge, solvent was evaporated, water
was added and the solution was extracted with diiohethane. The resulting organic layer
was washed with water, dried over sodium sulfate] the solvent was evaporated. The
residue was treated following the same procedurmagounds? to give an ester and then
the same procedure as compoubd to give an acid. After purification by column
chromatography eluting with G&l, 100 %, the compoungR was obtained.

Yield: 14 %.

Aspect: Orange oil.

rf: 0.24 (cyclohexane : ethyl acetate, 3 : 7).

'H RMN (400 MHz, CDCl3): 53.16 (t,J = 6.5 Hz, 2 H), 3.88 (s, 3 H), 3.90 (s, 3 H), 4(43
J=6.5Hz, 2 H), 6.47 (ddl = 8.3, 0.7 Hz, 1 H), 6.70 (dd,= 8.5, 0.9, 1 H), 6.73-6.89 (m, 4
H), 7.38 (tJ = 8.4 Hz, 1 H), 12.16 (s, 1 H).
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5-(3,4-Dimethoxyphenethoxy)N-(3,4-dimethoxyphenethyl)-4-oxo-#-chromene-2-
i /\)@:OMe

© NH OMe

Meoj@/\/O (0]

MeO

The compound was obtained starting frd@f) (following the same procedure applied for the

carboxamide (63)

synthesis of §0). The compound was obtained after a purificationpogparative TLC with
CH.Cl, as the mobile phase.

Yield: 34 %.

Aspect Amorphous yellow solid.

rf: 0.19 (cyclohexane : ethyl acetate, 7 : 3).

mp: 96°C.

'H RMN (400 MHz, CDCls): 2.71 (t,J = 7.0 Hz, 2 H), 2.83 (] = 6.8 Hz, 2 H), 3.52 (dd]}
=13.1, 6.8 Hz, 2 H), 3.82 (s, 3 H), 3.85 (s, 6 )87 (s, 3 H), 4.24 (1 = 6.8 Hz, 2 H), 6.38
(d,J=8.3 Hz, 1 H), 6.58-6.88 (m, 8 H), 7.19-7.30 (nH), 8.24 (tJ =5.2 Hz, 1 H).

Ethyl 5-(benzyloxy)-4-oxo-H-chromene-2-carboxylate (64)

0]

° | OEt

SUe:

The compound was obtained following the same pnoeedas compounds7 using
benzylbromide. The product was not purified anddus®is for the next step. NMR and mass
spectrometry analysis showed satisfactory purity.

rf: 0.35 (cyclohexane : ethyl acetate, 7 : 3).

'H RMN (400 MHz, CDCls): 81.44 (t,J = 7.1 Hz, 3 H), 4.46 (] = 7.1 Hz, 2 H), 5.28 (s, 2
H), 6.88 (dJ=8.3 Hz, 1 H), 7.01 (s, 1 H), 7.17 (dd+ 8.5, 0.8 Hz, 1 H), 7.34-7.45 (m, 4 H),
7.53-7.64 (m, 2 H).

EI-MS: m/z 325 [M + HI.
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5-(benzyloxy)N-(3,4-dimethoxyphenethyl)-4-oxo-#-chromene-2-carboxamide (65)
o) /\/©:OM6
© N OMe
| H
@\/O o

The compound was obtained from compoudd) following the same procedure applied for
the synthesis of 60). The compound was obtained, after purification bglumn
chromatography eluting with a gradient from £CHp 100 % to MeOH 100 %.

Yield: 10 %.

Aspect Brown crystals.

rf: 0.59 (ethyl acetate).

mp: 188°C.

'H RMN (400 MHz, CDCl3): §2.67 (t,J = 7.0 Hz, 2 H), 3.33 (dd] = 12.5, 6.2 Hz, 2 H),
3.80 (s, 3 H), 3.81 (s, 3 H), 5.10 (s, 2 H), 545 H)*, 6.54 (dJ=8.1 Hz, 1 H), 6.61 (s, 1
H), 6.73 (ddJ = 14.1, 8.2 Hz, 2 H), 6.96 (d,= 8.4 Hz, 1 H), 7.45 -7.28 (m, 6 H), 7.66 (s, 1
H).

EI-MS: m/z 412 [M-CO + HI.

5-(Benzyloxy)-2-(4-phenylpiperazine-1-carbonyl)-Bl-chromen-4-one (66)

N regei

The compound was obtained from compougd) (following the procedure used for the
preparation of compoun®@). The residue was obtain without further purificat

Yield: 5 %.

Aspect Yellow needles.

rf: 0.22 (cyclohexane : ethyl acetate, 7 : 3).

mp: 174°C.

'H RMN (400 MHz, CDCls): 83.00 (s, 4 H), 3.27 (s, 4 H), 5.15 (s, 2 H), 5.68(H) *, 6.78
(d,J=8.0 Hz, 2 H), 6.83-6.94 (m, 2 H), 7.02 {&s 8.3 Hz, 1 H), 7.20-7.30 (m, 4 H), 7.35 (t,
J=7.5Hz, 2 H), 7.39-7.47 (m, 3 H).

* This singlet corresponds to Gldf benzyl in another direction as the singlet algat 5.15
EI-MS: m/z 412 [M-CO + HI.
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Biological section

Biological evaluation of MRP1 activators

Cell lines. BHK-21 cells stably transfected with wild type MRRhve been described
previously (Mosmann 1983). Cells were grown at 3iff6% CQ in culture medium DMEM
High Glucose with L-Glutamine (PAA Laboratories GffjbPassching, Austria) containing
1% penicillin-streptomycin and 5% heat-inactivatethl bovine serum, in the presence of
200 pM methotrexate for transfected cells. The bo®dl lung cancer cell lines NCI-H69 and
H69AR (from ATCC number HTB-119 and CRL-1135 respety) have been described
previously (Mirski 1987). Cells were routinely auéd at 37°C in 5% COn RPMI 1640
medium with HEPES (PAA) supplemented with 1% péimestreptomycin, 10% heat-
inactivated fetal bovine serum, 2 mM L-glutaminel &nrmM sodium pyruvate.

Cell proliferation determined by MTT. The MTT colorimetric assay, as described
previously (Mosmann 1983), was used to assessetimtiwity of control cells NCI-H69 and
MRP1-surexpressing H69AR cells to xanthones. Brjefrowth inhibition (1Go values)
assays were performed by plating cells at dens@y 1 cells/well in 96 well plates. Cells
were cultured for 17 h before addition of xanthowndated in complete culture medium,
DMSO concentration was fixed at 0.5%. The cells evédren incubated for 72 h in a
humidified tissue-culture chamber (37°C, 5% AL Burviving cells were detected by the
bromo-3-(4,5-dimethyl-2-thiazoyl)2,5-diphenyltetoédimm (MTT) assay. The MTT solution
was added to a final concentration of 0.5 mg/ nd eells were then incubated for 4 h at 37
°C. Thereafter, 96 well plates were centrifuged@® g for 10 min to pull down NCI-H69
floating cells, the MTT dyed was carefully aspichtand 200 ul of 50 % ethanol/50 % DMSO
mixing solution was added to each well to solubilize reduced formazan dye under shaking.
The formazan levels were determined by spectrophetiy at 570 nm. The effect of drugs on
the growth of cells was determined from differeniceabsorbance between drug-treated cells
versus untreated or solvent controlsd@alues were calculated from dose response curves
obtained from triplicate independent experiments.

Total cellular glutathione determination. The total cellular glutathione content (GSH +
oxidized glutathione) was measured using the entignmaethod described by Tiezte and
modified by Anderson to the microtiter plate (Tet2969, Anderson 1985). Cells were
seeded into 96 well plates at density 1.0xt6lls/well and cultured for 17 h before the
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addition of 20 uM xanthones or DMSO concentratib(0e6%). After a 3 h incubation time,

cells were twice washed with 100 pl cold PBS, dmhtlysed by 100 pl PBS supplemented
with 0.1 % Triton X-100. After homogenization, thysis was performed by incubation at 1h
at 4°C under strong shaking prior to freezing. TB&mnul of lysate was transferred to a new
plate for GSH titration, and 10 pl to another plateprotein quantitation. GSH determination
was performed by adding 100 ul of reaction buffentaining 266.6uM NADPH, 555 pM

DTNB, 10 U/mL GSH reductase and PBS-Triton 0.1 %e Tplate was then placed in a
microplate reader, and the absorbance read atml@very 30 sec. for 2 min. The content of
total cellular glutathione was quantified by comgan with known glutathione standards.
The slope was determined for each sample, and adldive determination of GSH contents.
Protein titration was performed on the remainingdlOby the bicinchoninic acid method

assay. The measured total glutathione was expraéssedol per mg protein, and the results

were obtained from triplicates.

Biological evaluation for ABCGZ2 inhibitors

Evaluation of mitoxantrone accumulation by flow cybmetry. HEK-293 cells, transfected
by either ABCG2 or the empty vector (control cells), were incubdatsith 5 pmol/L
mitoxantrone for 30 min at 37 °C in the presencealosencef various concentrations of
inhibitors added as DMSO solution{8.5% final concentration), washed in PBS, and
incubated irsubstrate-free medium with the same inhibitor catregionfor 1 h. Intracellular
drug fluorescence was monitoredth a FACscan flow cytometer (Becton Dickinson,
Mountain View,CA). The maximal fluorescence (100%) was the differebesveen mean
fluorescence of control cells anBCG2transfectedcells, incubated with substrate but
without inhibitor. The higheshhibitor concentration tested did not significgnthodify the
fluorescence of control cells. Cells without drugrevincludecs an autofluorescence control.
To evaluate the selectivity of inhibitors for ABC@@mpared with P-gp and MRP1, the same
protocol is performed with:

- HEK-293 cells, transfected by eithr®BCB1or the empty vector (control cells), were
incubated with mitoxantrone (resistant cells).

- HEK-293 cells, transfected by eith®BCC1lor the empty vector (control cells), were

incubated with calcein (resistant cells).
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