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PARTIE 1. INTRODUCTION GENERALE

Dans I’entreprise d’exploitation du vivant par I’Homme, les plantes ont toujours joué
un role a part. Cueillies ou cultivées, elles ont constitué une richesse inépuisable pour le déve-
loppement de 1’alimentation, des matériaux, de I’ornement ou encore de la santé. Dans ce der-
nier domaine, un tres large panel de plantes a été employé trés tot en médecine traditionnelle.
Le premier indice de I’utilisation de plantes médicinales date en effet de 60 000 ans avant
Jésus-Christ : une tombe Néanderthalienne découverte sur un site archéologique en Irak con-
tenait de nombreux pollens issus de plantes médicinales toujours utilisées de nos jours,
comme Centaurea solstitialis (la Centaurée du solstice), Ephedra altissima, ou différentes
especes d’Althea [1]. Notre rapport a ces plantes médicinales a profondément évolué depuis,
passant de la cueillette et de 1’utilisation directe de la plante a I’extraction du principe actif,
réalisée pour la premiere fois il y a 200 ans par Friedrich Sertiimer, un pharmacien de 21 ans.
Il s’agissait de la morphine, isolée de Papaver somniferum, le pavot a opium [2]. Grace a
I’apport des méthodes modernes d’extraction, de synthése, de formulation et de dosage des
principes actifs, I’impact des plantes médicinales dans la recherche thérapeutique est au-
jourd’hui encore considérable. En effet, si 49% des médicaments approuvés par la FDA entre
1981 et 2002 sont d’origine naturelle, semi-synthétisés, ou basés sur un squelette de produit
naturel [3], la proportion des composés issus de plantes médicinales atteint 25% parmi les
médicaments actuellement sur le marché [1]. Ce taux est d’autant plus impressionnant que
seules 5 a 10% des plantes ont €té explorées et analysées dans un cadre thérapeutique a ce

jour.

Parmi les métabolites secondaires d’origine végétale, plusieurs classes ont été intensi-
vement étudiées depuis un siecle pour leurs activités biologiques. C’est ainsi le cas des déri-
vés de sucres, d’acides gras, de stéroides, de polycétides, de peptides, de terpénoides, de fla-
vonoides et d’alcaloides [4]. Ces deux dernieres classes ont en particulier fait 1’objet d’une
attention soutenue, dans des optiques différentes. Les flavonoides constituent des composants
importants de 1’alimentation quotidienne, et il est estimé qu’un humain absorbe en moyenne
environ 1 gramme de flavonoides par jour. Des activités biologiques trés variées associées a
cette classe de métabolites ont ét¢ découvertes, notamment antioxydantes, anticancéreuses,

antibactériennes, antivirales, anti-inflammatoires ou anti-allergeénes. Si les bienfaits de ces
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composés restent essentiellement associés a la diete, quelques dérivés sont actuellement pré-
sents sur le marché, comme la troxérutine, un flavonol veinotonique isolé de Sophora japoni-
ca, ou la silibinine, un flavonolignane aglycone extrait de Silybum marianum qui est employé
pour la prévention de troubles hépatiques [5]. D’autres flavonoides semblent trés prometteurs,
comme le flavopiridol, un analogue synthétique de flavone inhibiteur des kinases cycline-
dépendantes, ou encore la catéchine et la génistéine, des antioxydants [6]. Les alcaloides sont
beaucoup moins présents dans 1’alimentation, et montrent au contraire un potentiel tourné
essentiellement vers le marché du médicament. Ainsi, des composés comme la vinblastine, la
réserpine, 1’atropine, la codéine, la morphine ou I’ergométrine sont des drogues trés connues
et utilisées a travers le monde pour différentes indications comme le cancer, I’anxiété, la ten-
sion, la douleur ou encore les malaises vagaux. Représentant une grande partie des produits
naturels connus (26 900 alcaloides naturels sont répertoriés sur 150 000 produits naturels con-

nus), cette classe se distingue par une extraordinaire diversité structurale [7].

Ce travail, entrepris dans le cadre de I’intérét de I’Equipe de Pharmacochimie de Subs-
tances d’Origine Naturelle (EPSON) pour les composés bioactifs d’origine végétale, com-
prend deux volets, associés aux deux classes de molécules décrites plus haut : les aurones, une
sous-classe de flavonoides ; et le tramadol, un alcaloide congu et produit par synthése, extrait
d’une plante pour la premiére fois au laboratoire. Le premier volet, qui forme la part la plus
importante et le cadre initial de ce travail, consiste en une étude de deux activités distinctes
des aurones : 1’activité d’inhibition de la tyrosinase, qui constitue déja une thématique de
I’équipe de recherche et a fait 1’objet d’une publication en 2006 ; et I’activité¢ d’inhibition de
la polymérase du VHC, identifiée pour la premicre fois en 2008 au laboratoire, et dont sont
présentés ici les premiers développements. Le second volet de cette thése, plus minoritaire et
absent du cadre initial de cette theése, concerne 1’étude biomimétique d’un autre composé

d’origine végétale, 1’alcaloide tramadol, ainsi que la séparation de ses deux énantiomeres.

Apres une large introduction sur les aurones, leurs occurrences naturelles et leurs acti-
vités biologiques, les travaux réalisés sur cette classe de molécules sont présentés. Chacune
des deux cibles thérapeutiques visées constitue une partie indépendante de ce manuscrit (Par-
ties 3 et 4) et s’appuie sur la collaboration de partenaires différents. La Partie 5 résume les
travaux réalisés sur le tramadol. Enfin, la partie expérimentale puis la bibliographie consti-

tuent les éléments finaux du manuscrit.
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CHAPITRE 1. LES AURONES DANS LE REGNE VEGETAL

Chapitre 1. Les aurones dans le regne végétal

1.1 LES AURONES PARMI LES FLAVONOIDES

Isoméres structuraux des flavones, les aurones sont des flavonoides mineurs tricy-
cliques composés d’un noyau benzofurane et d’un groupement phényle 1i¢ par une double
liaison exocyclique. Dans la grande famille des flavonoides, ces composés occupent une place
restreinte dans la nature et ont donc fait I’objet de peu d’études a ce jour. Ainsi, une recherche
effectuée avec le logiciel SciFinder Scholar portant sur le mot-clé « aurone » renvoie moins
de 500 résultats, alors qu’une requéte concernant le mot-clé « flavone » en renvoie presque
18.000. Néanmoins, leur place dans le régne végétale est cruciale pour certaines especes, et

leur potentiel thérapeutique s’est révélé prometteur [8].

Aurone Chalcone

Figure 1. Structure, numérotation des positions et nomenclature des cycles des aurones, flavones et chalcones.

Comme pour les autres classes de flavonoides, notamment les flavones, les chalcones
et leurs dérivés, les aurones naturelles sont trés souvent hydroxylées, méthoxylées ou glycosy-
1ées, et les dérivés sélectionnés pour leurs activités thérapeutiques partagent souvent des subs-
titutions similaires. En particulier, les positions 4, 6, 3° et 4’ sont les plus fréquemment hy-
droxylées dans la nature. En revanche, la substitution des positions 5 et 2’ est particuliérement

rare (Figure 1).
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1.2 OCCURRENCES NATURELLES ET FONCTIONS DES AURONES

1.2.1 Distribution générale

Les aurones sont parmi les flavonoides les moins présents dans la nature. Exclusives
au régne végeétal, elles sont essentiellement présentes dans les plantes de sous-régne Tracheo-
bionta. La recherche des occurrences naturelles de ces composés est continue depuis les an-
nées 1950 ou elle s’inscrivait dans le cadre de 1’¢lucidation structurale des pigments dits « an-
thochlor » (en réalité les aurones et les chalcones). Une revue d’Iwashina et al. de 2000 in-
dique qu’il existe dix-huit types d’aurones, auronols et dérivés aglycones diversement substi-
tuées, ainsi que vingt-sept analogues glycosylés connus. Si ces composés se retrouvent princi-
palement dans les dicotylédones, notamment les familles Anacardiacées, Astéracées, Gesné-
riacées, Légumineuses, Oxalidacées, Plumbaginacées, Rubiacées, Rhamnacées et Plantagina-
cées, quelques dérivés ont été identifiés dans des monocotylédones. De rares analogues sont

également des constituants de bryophytes et de ptéridophytes [9].

1.2.2 Chezles Astéracées, Plantaginacées, Gesnériacées et d’autres

Dicotylédones (notamment comme pigments des fleurs)

Une grande proportion des variétés d’aurones naturelles se retrouve dans les familles
de plantes a fleurs ornementales Astéracées, Plantaginacées et Gesnériacées. Ainsi, les genres
Bidens [10,11,12,13], Cosmos [14,15], Coreopsis [16,17], Baeria [18], Dahlia [19], Helian-
thus [20,21], Helichrysum [22,23], Zinnia [24], Clibadium [25], Lasthenia [26], Pyrrhopap-
pus [27], Picris [28], Viguiera [18], Antirrhinum [29,30], Linaria [31], Chirita, Didymocar-
pus, Petrocosmea ou Cyrtandra [32,33] contiennent de nombreux dérivés d’aurone qui jouent
un role crucial dans la pigmentation d’especes a fleurs jaunes ou orange (Figure 2). Ces molé-
cules sont également impliquées dans la coloration des organes floraux de genres appartenant
a d’autres familles de Dicotylédones, comme Oxalis (Oxalidacées) [34], Limonium (Plumba-
ginacées) [34,35], Pharbitis (Convolvulacées) [36], Mussaenda (Rubiacées) [24] ou Passiflo-
ra (Passifloracées) [37,38]. Elles agissent comme guide a nectar pour les insectes pollinisa-
teurs. Leur biosynthése représente une évolution importante au niveau des interactions entre
ces plantes et les pollinisateurs [39], notamment par rapport aux chalcones préexistantes, de
coloration beaucoup moins intense. En effet, les chalcones sont considérées comme des fla-

vonoides primitifs a partir desquels les aurones sont biosynthétisées. Ceci est supporté par la
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présence quasi-exclusive des aurones dans les fleurs de plantes évoluées, et par la coexistence

systématique de dérivés analogues chalconiques dans ces fleurs [40].

Découverte dans les années 1950 dans les fleurs d’ Antirrhinum majus (muflier) ou elle
est responsable d’une coloration jaune [41], I’auréusidine a été 1’'une des aurones les plus étu-
diées, notamment pour sa voie de biosyntheése, mise au jour en 2000 par Nakayama et al. [42].
Ses analogues glucosides, 1’auréusine et le cernuoside, sont également d’importants pigments
de fleurs [43]. Des dérivés différemment hydroxylés partagent la méme fonction : la bractéa-
tine (identifiée pour la premiere fois dans Helichrysum bracteatum, I’immortelle a bractées)
[22], la maritimétine (identifiée pour la premicre fois dans Coreopsis maritima) [16,44], et la
sulfurétine (identifiée pour la premiére fois dans Cosmos sulfureus) [14]. Les glucosides cor-
respondants, notamment la bractéine, la maritiméine et la sulfuréine, sont eux aussi distribués
dans ces fleurs. Il est a noter que les aurones florales décrites ci-dessus sont toujours di- voire
trihydroxylées sur le cycle B, ce qui permet d’induire une coloration jaune ou orange tres in-
tense. Une coloration rouge sang provenant d’une aurone 4’-méthoxylée et 3°,5’-dihydroxylée
a méme été observée dans le nectar de Nesocodon mauritianus. Cette couleur, due au pH par-
ticulierement basique (pH 9,2) du nectar, semble améliorer I’attractivité de la plante pour cer-
tains oiseaux pollinisateurs, comme le bulbul orphée ou le bulbul de Maurice [45]. En outre,
I’aurone permettant la coloration a été rapportée comme toxique sélectivement pour les
mammiféres, avec ’hypotheése d’un double role de défense et d’attractivité dans la plante
[46], ce qui est réfuté par Hansen ef al. sur la base de ’absence de mammiféres pouvant at-

teindre cette plante qui vit sur des falaises a Maurice [47].

1.2.3 Chezles Légumineuses, Anacardiacées et Rhamnacées (notam-

ment comme protecteurs contre le pourrissement du duramen)

Les flavonoides sont des constituants importants du duramen de certains arbres. Outre
la pigmentation qu’ils occasionnent, il a ét¢ montré sur différentes especes d’Acacia que la
présence en grand nombre de flavonoides favorisait la résistance du bois de cceur aux agents
de pourrissement, champignons et bactéries [48]. La famille des aurones est par ailleurs con-
nue pour ses activités antifongique et antibactérienne [49]. De plus, certains dérivés de fura-
noaurone et de furanoauronol extraits du duramen de Lonchocarpus castilloi, de la famille des
Légumineuses, ont montré des activités antifongique et anti-termite, et participent a la résis-
tance particuliere de cette espece contre le pourrissement et les termites [50,51]. L’espéce

Lonchocarpus obtusus contient également ce type de structures, alors que L. speciosus ren-
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Figure 2. Fleurs des especes Antirrhinum majus (a), Cosmos sulfureus (b), Coreopsis maritima (c), dont la colo-

ration jaune ou orange est due a des dérivés d’aurone, et Nesocodon mauritianus (d), dont le nectar rouge est

coloré par une aurone en milieu basique.

ferme un dérivé B-désoxy, la 5,7-dihydroxyaurone [52]. Un dérivé d’aurone a été identifi¢
dans le duramen d’Acacia nigrescens : il s’agit de la nigrescine, I’auronol correspondant a la
maritimétine [53]. Il a ét€ montré que ce genre Acacia peut également contenir des dérivés
d’aurones dans ses fleurs [54]. Un autre genre d’arbres de la famille des Légumineuses, le
genre Pterocarpus, contient des aurones particulieres portant des groupements rhamnosides,
initialement découvertes dans les fleurs de I’arbre Pterocarpus marsupium, puis dans son bois

de cceur et celui de P. santalinus [55,56,57].

Chez les Anacardiacées, les duramens de nombreuses espeéces de sumacs du genre
Rhus renferment des aurones comme la 4-O-méthylauréusidine, également appelée rengasine
(Rhus tripartita, R. natalensis et R. vulgaris), ou la sulfurétine (R. verniciflua) [58,59]. Ces
composés se retrouvent ¢galement au sein de différents autres genres d’arbres
d’Anacardiacées, comme Melanorrhoea [60], Pseudosindora [61], Amphipterygium [62],
parmi d’autres [63]. La sulfurétine a en outre été découverte dans des textiles anciens dans

lesquels elle jouait le role de colorant jaune. Sa résistance a la dégradation dans le temps a
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notamment permis de découvrir 1’origine végétale des pigments utilisés pour ces textiles : le
duramen de Cotinus coggygria (Anacardiacées) [64,65]. Cette espece contient également de la
sulfuréine ainsi que plusieurs autres dérivés de la sulfurétine, notamment ’homodimeére de
sulfurétine 1i¢ par le carbone 10, ainsi que des dérivés méthoxylés de ce dimere. Ces compo-

sés ont montré une activité antioxydante importante [66].

Les Rhamnacées produisent également des aurones. Ferreira et al. ont notamment rap-
port¢ de nombreux dimeéres et hétérodimeres d’auronols présents dans le duramen rouge de
I’espéce Berchemia zeyheri. Parmi ceux-ci, la maesopsine, 1’auronol correspondant a la
4,6,4’-trihydroxyaurone, est omniprésente. Elle constitue des homodimeéres ou s’associe avec
des flavanones ou isoflavanones pour produire au final une dizaine de dérivés de configura-
tions et d’embranchements divers [67,68,69,70]. De nombreux dérivés de la maesopsine, no-
tamment des glycosides et des rhamnosides, existent également dans I’écorce des Rhamna-
cées Hovenia trichocarea [71] et Ceanothus americanus [72]. Le dérivé 6-glucoside de la
maesopsine, issu de cette derniére espéce, a montré une activité antimicrobienne modérée lors

de tests in vitro.

1.2.4 Chezles Légumineuses et Cactacées (notamment comme phy-

toalexines)

Si certains arbres Légumineuses contiennent des aurones dans leur duramen, voire
leurs fleurs, d’autres genres et espéces de cette famille en synthétisent dans leurs graines.
C’est le cas du semis de soja (Glycine max, originellement Soja hispida) qui contient deux
analogues d’aurone, I’hispidol (qui trouve ici son nom) et sa version 6-glucoside [73].
L’hispidol, ainsi que 1’analogue 4’-glucoside, ont également été identifiés dans les racines de
la luzerne tronquée (Medicago truncatula, Légumineuses), ou ils jouent le role de phy-
toalexine. Il a en effet été montré que ces dérivés étaient accumulés dans des cellules de Me-
dicago truncatula en réponse a un stress induit par le pathogene Phoma medicaginis. De plus,
I’hispidol a montré une forte activité antifongique in vitro [74]. La sulfurétine est également
présente dans les graines de nombreuses Légumineuses. Elle a par exemple été identifiée ré-
cemment dans celles de la plante arborescente Sophora alopecuroides, utilisées en médecine
traditionnelle chinoise [75], ainsi que dans les féves tonka (contenues dans le fruit du teck
brésilien, Dipteryx odorata) [76], les noyaux de Dipteryx lacunifera [77], ou les graines
d’Ammopiptanthus mongolicus [78]. Un dérivé 7-prénylé de cette méme sulfurétine (la licoa-

groaurone) a €galement été isolé des racines de Glycyrrhiza glabra (réglisse) [79]. Les au-

37



PARTIE 2. INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

rones sont beaucoup moins présentes dans les feuilles des Légumineuses. Néanmoins
quelques cas ont été décrits, notamment la présence de leptosine, 1’analogue 6-glucoside de la
leptosidine, dans les feuilles de Flemingia strobilifera [80]. Enfin, le cactus Cephalocereus
senilis (représentant des Cactacées, une autre famille de dicotylédones) renferme un dérivé
caractérisé par la formation d’un pont acétal entre deux fonctions phénol. Cette aurone a été

identifiée comme une phytoalexine et a présenté une forte activité antibactérienne [81].

1.2.5 Chezles Cypéracées (notamment comme anti-appétants contre

les insectes)

Si d’une maniére générale, la famille des Cyperacées ne contient pas d’anthocyanes ni
de flavonoides classiques (flavones, flavonols, flavanones, isoflavonoides), 1’auréusidine
aglycone a été extraite des feuilles, inflorescences et graines d’un nombre important d’especes
de cette famille : Lepironia articulata, Eleocharis acuta, Scirpus nodosus, Schoenus apogon,
Gahnia clarkei, Ptilanthelium deustum, Remirea maritima ou encore Cyperus rotundus [82].
Le genre Cyperus est d’ailleurs particulierement riche en aurones. Une étude impliquant 92
especes australiennes de Cyperus a en effet permis de confirmer la forte présence d’auréusi-
dine dans les inflorescences et, dans une moindre mesure, dans les feuilles [83]. L’espéce
Cyperus capitatus contient en outre de nombreux dérivés méthylés et/ou méthoxylés origi-
naux de D'auréusidine (5-méthylauréusidine, 4-O-méthyl-5-méthylauréusidine, 4,4’-di-O-
méthyl-5-méthylauréusidine, 7-méthylauréusidine, 4-O-méthyl-7-méthylauréusidine et
4,6,3’,4’-tétra-méthoxyaurone) extraits des organes souterrains de la plante [84,85,86], et les
feuilles de C. scariosus renferment un dérivé glycosylé de la leptosidine (7-O-
méthylmaritimétine) [87]. Il a par ailleurs été montré que la méthylation et la méthoxylation
des aurones conduit a une augmentation importante de leur activité anti-appétante pour les
insectes. Les dérivés présents dans les Cypéracées, et en particulier la 4,6,3°,4’-
tétraméthoxyaurone, ont en particulier été¢ identifiés dans cette étude, ce qui suggere fortement

un role des aurones dans la défense chimique de ces plantes contre les insectes [88].

1.2.6 Chezles Bryophytes et Ptéridophytes

Malgré la présence quasi-exclusive des aurones dans les plantes vasculaires décrites
dans ce chapitre, le dérivé 6-O-glucuronide de I’auréusidine a été identifi¢ dans les organes
reproducteurs males de quatre bryophytes (Marchantia berteroana, M. polymorpha, Cono-

cephalum supradecompositum et Monocarpus sphaerocarpus) [9,89]. C’est le cas également

38



CHAPITRE 1. LES AURONES DANS LE REGNE VEGETAL

de la bractéatine, présente dans les sporophytes de Funaria hygrometrica [90]. Des dimeres et
hétérodiméres d’aurones font également partie des constituants de mousses, notamment un
dimere d’auréusidine, prélevé sur Aulacomnium palustre [91], ainsi qu’un hétérodimére
d’auréusidine et de flavanone qui se trouve dans les especes Campylopus clavatus et C. holo-
mitrium [92]. Ces exemples de flavonoides avancés présents dans des plantes primitives telles
que les bryophytes suggerent une évolution biochimique paralléle de ces végétaux avec les
angiospermes, jusqu’a atteindre un niveau de sophistication similaire dans certains cas [89]. Il
est enfin a noter qu’Asplenium kaulfussii renferme de la bractéatine, ce qui est le seul cas rap-

porté de la présence d’une aurone dans une espece de Ptéridophytes [9].

1.2.7 Chez d’autres familles

Quelques aurones isolées ont été extraites d’espéces d’autres familles de végétaux ne
présentant pas de liens chimiotaxonomiques entre eux. Ainsi, des aurones ont été identifiés
dans des espéces variées : Amomum subulatum (une épice orientale) [93], Veratrum schindleri
[94], Diospyros melanoxylon [95], Uvaria hamiltonii [96], Ribes nigrum (cassissier) [97],
Vaccinium oxycoccus (canneberge) [98], Smilax myosotifolia [99], Asarum caulescens, A.
leptophyllum [100], et A. longerhizomatosum [101]. Des dérivés plus inhabituels existent éga-
lement dans la nature. La prénylation d’aurones conduit a quelques analogues naturels origi-
naux : les antiarones A et B ont notamment été extraits de d’Antiaris toxicaria (upas) [102] et
la broussoaurone A du cortex de Broussonetia papyrifera (mirier a papier) [103]. Les racines
de Polygala dalmaisiana contiennent de la dalmaisione D, un composé A-désoxy comportant
un groupement O-glucoside dans une position originale, en 2’ [104]. Isolée de Gomphrena
agrestis, une aurone (E) heptasubstituée constitue 1’'une des seules descriptions de cette confi-
guration dans la nature [105]. Enfin, une aurone chlorée et son analogue auronol ont été rap-
portés en 2001 comme constituants de 1’algue brune marine Spatoglossum variabile [106],
mais leur présence a été¢ remise en cause six ans plus tard par une révision structurale. Il

s’agirait en réalité de dérivés d’isocoumarine [107,108].

Quelques exemples de structure de dérivés naturels d’aurone hydroxylés, méthylés,
méthoxylés, prénylés, glycosylés, ainsi que des molécules plus originales sont regroupés en

Figure 3.
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Figure 3. Quelques exemples de dérivés naturels d’aurone et leurs familles végétales associées.
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1.3 BIOSYNTHESE DES AURONES

1.3.1 Voie de biosynthese « PPO » de I'auréusidine et dérivés

La question de la biosynthése des dérivés d’aurone a accompagné la recherche
d’analogues naturels depuis ses débuts. Ainsi, dés 1953, la proximité structurale et la présence
dans les mémes espeéces de fleurs de glycosides d’aurones et de chalcones conduisent Shimo-
koriyama a juger probable I’interconversion de ces espéces catalysée par une enzyme, qu’il
nomme alors « chalconase » [109]. Presque cinquante ans plus tard, Nakayama et al. repor-

tent 1’identification d’une enzyme, 1’auréusidine synthase, responsable de la production

HO

Voie de biosynthése PPO

Schéma 1. Eléments de mécanisme pour les deux voies de biosynthése des aurones. La voie de biosynthése
« PPO », catalysée par I’auréusidine synthase, méne a des dérivés polyhydroxylés sur le cycle B (ici, I’exemple
de I’auréusidine) ; la voie de biosynthése « PRX », catalysée par des peroxydases, méne a des dérivés monohy-

droxylés sur le cycle A (ici, I’exemple de ’hispidol).
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d’auréusidine dans les vacuoles des cellules épidermiques des fleurs de ’espeéce d’ Astéracées
Antirrhinum majus [42]. Cette glycoprotéine homologue des phénol-oxydases de plantes
(PPO), qui contient un centre binucléaire de cuivre, permet 1’oxydation de la 2°,4°,6’,4-
tétrahydroxychalcone (THC) et de la 2°,4°,6’,3,4-pentahydroxychalcone (PHC) en auréusi-

dine, ainsi que 1I’oxydation de la PHC en bractéatine (Schéma 1).

Une ¢étude ultérieure montre que I’introduction du gene de I’auréusidine synthase dans
une fleur transgénique ne mene pas a la production d’aurones. En réalité, une autre enzyme
est nécessaire pour la biosynthése dans cette plante, la chalcone 4’-O-glucosyltransférase.
Cette derniére enzyme permet de glucosyler la chalcone, ce qui se produit dans le cytosol. La
chalcone 4’-O-glucosylée produite est ensuite adressée dans les vacuoles des cellules, ou
I’auréusidine synthase se charge de la cyclisation oxydante et permet la synthése de dérivés 6-
O-glucosylés comme 1’auréusine. Ceci constitue 1’un des rares exemples connus de modifica-
tion du squelette carboné des flavonoides aprés transfert dans la vacuole, ou s’effectuent en
général des modifications plus mineures [39]. Néanmoins cette voie de biosynthése apparait
limitée puisqu’il a été montré que 1’auréusidine synthase est spécifique aux chalcones hy-
droxylées en positions 2’ et 4, et ne méne qu’a des aurones hydroxylées dans les positions
3°,4> ou 3°,4°,5’. Bien que ces positions soient effectivement fréquemment hydroxylées dans
la nature (notamment pour I’auréusidine, la bractéatine, la sulfurétine, la maritimétine et leurs
dérivés), il existe des analogues naturels non hydroxylés ou monohydroxylés sur le cycle B
(notamment pour I’hispidol et la 4,6,4’-trihydroxyaurone). Ces dérivés proviennent donc

d’une voie de biosynthese différente [110].

1.3.2 Voie de biosynthese « PRX » de I'hispidol

Dés 1967, Wong propose un mécanisme de biosynthese de I’hispidol, une aurone B-
monohydroxylée, dans les semis de soja. Cette hypothése de mécanisme en deux étapes fait
intervenir I’oxydation d’une chalcone par H,O,, catalysée par une peroxydase, ainsi qu’une
déshydratation permettant de transformer 1’hydrate obtenu en aurone. Néanmoins cette étude
n’identifie pas clairement les enzymes responsables : aucune peroxydase impliquée dans la

biosynthése d’aurones n’est caractérisée [73,111].

En 2009, de nouveaux développements concernant la biosynthése de 1’hispidol, cette
fois dans la luzerne (Medicago truncatula), permettent d’approfondir cette étude. En présence
d’une élicitation par des levures, 1’hispidol s’accumule en effet dans la luzerne et joue ainsi le

role de phytoalexine (augmentation d’un facteur 45 pour 1’hispidol-4’-O-glucoside et d’un
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facteur 15 pour I’hispidol en réponse a I’élicitation). Comme noté ci-dessus, 1’action de
I’auréusidine synthase ne peut pas mener a la biosynthése de ce dérivé B-monohydroxylé, et
un autre type d’enzyme est donc responsable de sa formation. Il s’avere sur des lignées cellu-
laires de luzerne que les peroxydases MtPRX1 et MtPRX2 sont des hispidol synthases fonc-
tionnelles admettant une 2’°,4’-dihydroxychalcone comme substrat, ce qui confirme 1’hypo-
thése de Wong sur I’intervention d’une peroxydase. En outre, ces enzymes vacuolaires ne
sont pas capables de synthétiser une aurone a partir de 2°,4’,6’-trihydroxychalcones. Comme
supposé par Wong, la biosynthése fait intervenir une molécule de peroxyde d’hydrogéne
(Schéma 1). L’accumulation de cette espéce au sein de la plante est une conséquence du stress
oxydant, notamment généré lors d’une invasion microbienne ou fongique. Les peroxydases
MtPRX1 et MtPRX2 permettraient alors de piéger les molécules de H,O, formées par ce
stress tout en produisant grace a elles un dérivé antifongique pour traiter I’infection, I’hispidol

[74].

1.4 SYNTHESES CHIMIQUES DES AURONES

1.4.1 Introduction

L’extraction des aurones identifiées dans la nature ne peut représenter une solution
viable pour I'utilisation ultérieure de ces molécules, pour deux raisons. Premierement, les
aurones naturelles n’offrent qu’une faible diversité structurale, avec une omniprésence des
fonctions phénol libres, glycosylées ou méthoxylées, et une répartition des substituants sur
quelques positions clés. De plus, les aurones sont présentes en tres faibles quantités dans la
nature, et I’extraction d’une quantité suffisante de produit constituerait une entreprise longue
et coliteuse. Pour ces raisons, les chimistes ont développé des méthodes de synthése du sque-

lette des aurones compatibles avec un large panel de substitutions.

1.4.2 Synthese via une cyclisation oxydante de 2’-hydroxychalcones

Le mécanisme de biosynthese des aurones a partir de chalcones a inspiré les chimistes,
qui ont tenté a plusieurs reprises de 1’adapter a la synthése en laboratoire. La cyclisation de
chalcones a donc été réalisée dans différentes conditions. La réaction de 2’-hydroxychalcones
avec de ’acétate de mercure(Il) dans I’acide acétique a reflux permet d’obtenir les aurones
correspondantes avec des rendements moyens (28 — 62% sur des dérivés benzylés et mé-

thoxylés variés) dus a la formation dans le milieu de la flavanone correspondante [112]. Mal-
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gré les améliorations de rendements apportées par 1’utilisation de pyridine comme solvant (77
— 87% sur des dérivés halogénés, méthylés et méthoxylés variés), I’emploi d’acétate de mer-
cure(Il) pose des problémes de toxicité, notamment pour I’environnement [113]. L utilisation
d’un autre dérivé métallique, le nitrate de thallium(IIl), dans le méthanol en milieu acide
constitue une méthode alternative de cyclisation de 2’-hydroxychalcones présentant des ren-
dements modérés. Cependant, la nécessité de la présence d’un groupement électroattracteur en
position 5’ de la chalcone (en para du groupe 2’-hydroxyle), ainsi que I’introduction au cours
de la réaction d’un groupe méthoxyle provenant du solvant en position 4 sur I’aurone obtenue
contribuent a limiter fortement les possibilités synthétiques liées a cette méthode [114,115].
Des conditions plus adaptées ont été¢ décrites par Bose ef al. en 2001. En utilisant le tribro-
mure de n-tétrabutylammonium (TBATB) sur une chalcone 2’-acétoxylée, un groupement
méthoxyle provenant du solvant (un mélange méthanol / dichlorométhane) attaque 1’énone en
1,4 tandis qu’un atome de brome est introduit en a du carbonyle. Un traitement basique par la
potasse permet ensuite a la fois de saponifier le groupement 2’-acétoxyle, de réaliser la substi-
tution du brome par le phénolate formé, et d’éliminer une molécule de méthanol afin de for-
mer la double liaison et de récupérer 1’aurone correspondante. Testée essentiellement avec des
dérivés méthoxylés, cette méthode a fourni de trés bons rendements de 75 — 85% pour la pre-
micre étape, et de 85 — 95% pour la seconde étape [116]. Enfin, I’utilisation de bromure de
cuivre(Il) dans le DMSO a également été rapportée, menant a des rendements de 70 — 80%

(Schéma 2) [113].

1.4.3 Synthese via une cyclisation de dérivés de 1,3-diphénylprop-2-
yn-1-ol catalysée par I'or(I)

Apres une premicre tentative en 1986 a partir d’une ynone menant a de mauvais ren-
dements (7 — 79%) et a une compétition entre formations de flavone et d’aurone [117], une
variante récente de la cyclisation oxydante de chalcone faisant cette fois intervenir un dérivé
d’alcool propargylique a été rapportée en 2008. Apres une réaction d’alcynylation entre un 2-
hydroxybenzaldéhyde et un dérivé d’éthynylbenzéne, le 1,3-diphénylprop-2-yn-1-ol obtenu
est mis en réaction avec un sel d’or(I), notamment AuCl, pour réaliser la cyclisation. Les au-
rones réduites sont obtenues avec de bons rendements (65 — 86% pour des substitutions va-
riées, mais pas de dérivés hydroxylés) lors de cette étape. Une simple oxydation de la position
3 de I’aurone réduite avec MnO; permet de récupérer 1’aurone avec d’excellents rendements

(64 — 99%). Outre les bons rendements obtenus et la relative simplicité de la synthése, cette
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voie permet d’introduire des substituants variés dans toutes les positions possibles, la seule

limite étant la disponibilité du benzaldéhyde et de 1’éthynylbenzéne de départ (Schéma 3)
[108].

O Hg(OAc), Hg(OAc), O
O O"i AcOH Pyridine O O"i
90-95 °C, 8 h
o) o]

25°C, O.N.
28-62% 77-87%
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Schéma 2. Voies de synthése des aurones via une cyclisation oxydante de chalcones : avec 1’acétate de mer-
cure(Il) dans I’acide acétique ; avec 1’acétate de mercure(Il) dans la pyridine ; avec le bromure de cuivre(II) dans

le DMSO ; et avec une voie en deux étapes faisant intervenir une bromation par TBATB avant cyclisation.

OH n-BuLi, THF OH O
PeE— oo

o =
CHO // -78°C, 4 h
)
73% OH
AuCl
K,CO3
49
84% MeCN
Mn02
CH,CI,
25°C,1h
90%

Schéma 3. Voie de synthése des aurones via la formation d’un alcool propargylique, une cyclisation catalysée
par I’or(I) et une oxydation de I’alcool allylique formé
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1.4.4 Synthese via la condensation d’'un benzaldéhyde sur un dérivé

de benzofuran-3(2H)-one

La voie de synthése passant par un intermédiaire benzofuran-3(2H)-one est sans con-
teste la plus utilisée pour préparer les dérivés d’aurones depuis les années 1950. La réaction
de ce synthon avec un benzaldéhyde peut étre réalisée en milieu acide, basique ou supporté
sur alumine, en utilisant des conditions variées. Dés 1955, Geissman et Harborne utilisent
cette réaction dans un mélange d’acide acétique glacial et d’acide chlorhydrique concentré, a
température ambiante [43]. Ces conditions seront souvent reprises par la suite, bien qu’elles
ne procurent souvent que des rendements médiocres. Plus récemment, de nouvelles conditions
ont permis d’améliorer les rendements et la versatilité¢ de la méthode de synthése. Ainsi, Var-
ma et al. réalisent la réaction sur alumine neutre dans le dichlorométhane et parviennent a
améliorer nettement les rendements (86 — 93% pour des substitutions diverses) tout en utili-
sant des conditions trés douces, compatibles avec 1’utilisation de molécules fragiles. Si la mé-
thode semble limitée aux composés relativement apolaires (solubles dans le dichloromé-
thane), la réaction permet néanmoins la déprotection de groupements acétoxyles et la récupé-
ration de produits hydroxylés [118]. L’utilisation des micro-ondes en combinaison avec un

support sur alumine sans solvants donne également de bons résultats (57 — 96% de rendement

©/CHO ©/CHO

AcOH Al,O3
O HCI 37% CH,Cl, 0
25°C, 3-5h 25 °C, O.N.
0 86-93% 0

Al,
© K

O3 KOH, H,0
F MeOH O
MW, 5 min reflux, 1-6 h

O 57-96% 17-92% O

Schéma 4. Voies de synthése des aurones via une condensation aldolique entre un benzofuran-3(2H)-one et un
benzaldéhyde : avec 1’acide chlorhydrique 37% dans 1’acide acétique ; avec 1’alumine dans le dichlorométhane ;

avec I’alumine-KF sans solvants, sous micro-ondes ; et avec la potasse a 50% dans I’eau, a reflux.
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apreés 5 minutes de réaction pour des dérivés méthoxylés ou hétérocycliques) [119]. Enfin,
perfectionnée au laboratoire, la méthode en conditions basiques KOH / MeOH permet égale-
ment d’obtenir des rendements fortement dépendants des substituants. Ainsi, si la méthode
s’accommode tres bien de dérivés méthoxylés ou hydroxylés, elle supporte moins la polyhy-

droxylation, notamment au-dela d’un groupement phénol par cycle (Schéma 4) [120,121].

1.4.5 Synthese via la réaction de Suzuki d’'un acide phénylboronique

sur un dérivé de 2-(bromométhyléne)-benzofuran-3(2H)-one

Une derniere voie de synthése trés récente consiste en une réaction de Suzuki entre un
dérivé de 2-(bromométhyleéne)-benzofuran-3(2H)-one et un acide phénylboronique. Trois
exemples de synthése d’aurones méthoxylées ont montré un rendement autour de 80 — 85%.

Le 2-(bromométhyléne)-benzofuran-3(2H)-one est préparé par cyclisation en présence de

OH DCC, DMAP
MeO OH CH-Cl, DMF MeO (0] Br
2Llo, X
MeO Br / 0-25°C MeO '
OMe Br 71% OMe
1% AICl,
® | CICH,CH,CI
NaOH, H,O
MeO 0 Br THF MeO OH
o Br
MeO 0-25°C MeO A
OMe © 64% OMe O Br

Pd(PPh3),

80-85% KoCOs 0. O

. B
dioxane O

25-90 °C

Schéma 5. Voie de synthése des aurones via une réaction de Suzuki entre un 2-(bromométhyléne)-benzofuran-
3(2H)-one et un dérivé d’acide phénylboronique. Il est & noter que I’introduction d’un groupement gem-dichloro

a la place du gem-dibromo méne exclusivement a une cyclisation en flavone.
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NaOH a 0 °C d’un dérivé de 3,3-dibromo-1-phénylprop-2-én-1-one, lui-méme synthétisé par
un réarrangement de Fries d’un dérivé de 3,3-dibromoacrylate de phényle. Ce dernier provient
d’une estérification entre un phénol et I’acide 3,3-dibromoacrylique. Néanmoins, étant donné
la faible variété de composés réalisés a I’aide de cette méthode, il est difficile d’évaluer sa

versatilité et sa compatibilité avec des groupements fragiles (Schéma 5). [122].
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Chapitre 2. Les aurones en chimie médicinale

2.1 MODULATION DE L’EFFLUX DE DROGUES

2.1.1 Les transporteurs ABC et la résistance multidrogues

La capacité de cellules ou d’organismes a résister & un traitement composé de plu-
sieurs drogues structurellement indépendantes est un probléme clinique récurrent dans les
thérapies du cancer et des maladies infectieuses. Ce phénomeéne, appelé MDR (Multidrug
Resistance), implique trés souvent des transporteurs membranaires & ATP, les transporteurs
ABC (ATP-Binding Cassette), qui permettent I’efflux des principes actifs présents dans la
cellule. L’inhibition de ces transporteurs représente donc un enjeu thérapeutique majeur [123].
Si les flavonoides ont souvent montré des interactions avec des transporteurs ABC [124], la
sous-famille des aurones n’a été ¢tudi¢e dans ce domaine que récemment, notamment au ni-
veau des interactions prometteuses avec les protéines ABCBI1 et ABCG2. Leur structure ben-
zofuranone permettrait de mimer le squelette de 1’adénine présente dans ’ATP de manicre

plus efficace que les flavones correspondantes [8].

2.1.2 Inhibition de la glycoprotéine P (ABCB1)

La glycoprotéine P est un transporteur ABC (ABCBI1) et constitue a ce titre ’'une des
cibles thérapeutiques envisagées pour le traitement du phénotype MDR. Certaines 4-hydroxy-
6-méthoxyaurones et 4,6-diméthoxyaurones se sont révélées particulierement affines pour le
domaine de liaison nucléotidique NBD2 de cette protéine, notamment des dérivés 4’-
halogénés [125]. Il est a noter qu’au sein de la famille des flavonoides, les aurones apportent
ici une réelle valeur ajoutée puisque des dérivés analogues de chalcone et de flavone, dans les

mémes conditions de test, ont montré des valeurs d’affinité 3,5 a 5 fois moins élevées [8,126].
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Figure 4. Affinité de liaison pour le site de liaison a I’ATP de la glycoprotéine P (Kp est la constante de disso-
ciation) de flavonoides ; accumulation du paclitaxel (Pctx) au sein de cellules résistantes NCI-ADR-RES expri-
mant la glycoprotéine P (Pgp), en présence de 10 uM de flavonoide, pendant 60 minutes ; et ICs, de la mitoxan-
trone (Mx) contre des cellules résistantes MDA-MV-231/R exprimant BRCP, en présence de 0,5 pM d’une chal-

cone et d’une aurone (I’ICs, sans ajout d’un flavonoide est de 3,45 uM).

De plus, ces dérivés d’aurone sont a méme de stimuler ’accumulation de paclitaxel (un prin-
cipe actif anticancéreux connu comme substrat d’ABCB1) dans des cellules cancéreuses résis-
tantes, et ce plus efficacement que les chalcones, flavones et chromones testées. Il a égale-
ment été montré que ces mémes composés permettent une inhibition de I’efflux de paclitaxel
dans les cellules cancéreuses sensibles, la 4,6,3°,4°,6’-pentaméthoxyaurone menant méme a
une diminution d’un facteur 10 de I’efflux dans des cellules résistantes. Les autres flavonoides

testés dans les mémes conditions se sont révélés presque inactifs (Figure 4) [127].

2.1.3 Inhibition de BCPR (ABCG2)

Des 4,6-diméthoxyaurones ont également ¢été identifiées comme inhibiteurs de BCRP
(breast cancer resistance protein), un autre transporteur ABC (ABCG2) impliqué dans le

cancer du sein. En présence de quantités submicromolaires de ces composés, I’accumulation
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de mitoxantrone (un composé utilis¢ pour le traitement du cancer du sein et substrat
d’ABCG2) dans des cellules cancéreuses résistantes atteint entre 200 et 230% de la valeur
obtenue pour les cellules contrdle. La valeur de 1’ICsy de la mitoxantrone dans des cellules
résistantes peut ainsi étre diminuée d’un facteur 20 en présence de certains dérivés d’aurone,
et rejoindre une valeur proche de celles observées dans les cellules sensibles (1’index de résis-
tance tombe a 1,5 — 3, au lieu de 38 sans aurone, Figure 4). En outre, les aurones actives
contre ABCG2 peuvent présenter des caractéristiques structurales différentes de celles em-
ployées pour inhiber ABCB1, notamment au niveau du cycle B. Il est donc possible de déve-
lopper des molécules de cette famille spécifique a I’un ou I’autre de ces transporteurs [128]. 11
est également possible de fonctionnaliser le squelette des aurones afin qu’elles inhibent les
deux transporteurs a la fois dans le cadre d’une stratégie thérapeutique multi-ciblée. Des au-
rones 4,6,3°,4’- ou 4,6,3°,5 -tétraméthoxylées semblent en particulier réunir des éléments

communs de relation structure-activité et permettre le ciblage des deux transporteurs [129].

2.2 ACTIVITES ANTI-TUMORALES

2.2.1 Inhibition de kinases CDK et SphK

Les kinases cycline-dépendantes (CDK) sont des enzymes essentielles pour la régula-
tion du cycle cellulaire. Leur activité est altérée dans les cellules cancéreuses, ce qui provoque
une prolifération cellulaire anarchique, ainsi qu’une instabilité génomique et chromosomique.
Cependant, étant donné le rdle vital des CDK dans les cellules saines, il est difficile
d’atteindre ces derni¢res dans les cellules tumorales sans réaliser d’importants dommages
collatéraux. Le développement d’inhibiteurs sélectifs de certaines CDK permettrait de cibler
de maniére plus sélective les cellules cancéreuses et constitue donc un domaine d’exploration
thérapeutique important [130]. Le flavopiridol est une flavone inhibitrice des CDK actuelle-
ment en phase II de développement clinique [131]. Malgré son potentiel, I’'un des principaux
axes d’amélioration possibles est sa sélectivité, relativement peu discriminatoire entre les
CDKs 1, 2 et 4. Dans cette optique, des analogues ont été synthétisés et étudiés, notamment
des aurones. Certaines de ces aurones ont montré des activités similaires au flavopiridol, ainsi
qu’une sélectivité plus importante en faveur de CDK 1 par rapport a CDK 2 et CDK 4 (rap-
port ICso CDK 4 / ICso CDK 1 atteignant 200, contre 4 pour le flavopiridol, Figure 5) [132].

La sphingosine kinase (SphK) est une enzyme qui contrdle le taux cellulaire de lipides

bioactifs. De nombreux éléments laissent a penser qu’elle joue un role important dans la
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OH O Flavopiridol

Inhibition des kinases cycline-
dépendantes CDK 1,2 et 4

ICsp = 0,10 uM (CDK1) ICsp = 0,60 UM (CDK1) ICs0 = 0,009 UM (CDK1)
ICsp = 0,22 UM (CDK2) ICsp = 3,97 UM (CDK2) ICsp = 0,03 uM (CDK2)
ICsp = 0,40 UM (CDK4) ICsq = 25,25 UM (CDK4) ICsp = 1,87 UM (CDK4)

Figure 5. Inhibition des kinases cycline-dépendantes CDK1, CDK2 et CDK4 par des aurones et par le fla-

vopiridol (utilisé comme référence).

croissance de tumeurs, mais le nombre restreint d’inhibiteurs n’a pour le moment pas permis
d’utiliser cette cible pour des essais de traitement. Une étude parue en 2003 s’intéresse a plu-
sieurs classes de composés permettant ’inhibition de cette enzyme. Parmi ceux-ci, la 3°,4’-
dihydroxyaurone présente une activité modérée sur I’enzyme in vitro, mais parvient a freiner
sensiblement la croissance tumorale lors de tests in vivo (diminution de 50% a 18 jours). Cette
¢tude préliminaire n’a néanmoins pas été suivie de travaux approfondis concernant la famille

des aurones [133].

2.2.2 Cytotoxicité pour les cellules cancéreuses

D’autres dérivés d’aurone ont été identifiés comme de potentiels agents antitumoraux
lors de tests de cytotoxicité sur cellules cancéreuses. Bien que 1’hamiltrone (4,5,6-triméthoxy-
3’,4’-dihydroxyaurone), extraite d’Uvaria hamiltonii, présente une activité lors de tests de
scission du double brin d’ADN [96], cette molécule ne s’est pas révélée cytotoxique pour des
lignées cellulaires cancéreuses K562 (leucémie myéloide). En revanche, des analogues ont
montré des ICsy intéressants a 1’échelle nanomolaire (50 — 150 nM), avec un arrét du cycle
cellulaire a la phase G»/M, ce qui est cohérent avec un effet de liaison a la tubuline.
L’efficacité des aurones est néanmoins réduite par rapport a celle d’un dérivé de chalcone (0,2
nM) [134]. Des tests de cytotoxicité sur une lignée cellulaire SGC-7901 (adénocarcinome
gastrique) ont également montré une bonne activité des aurones parmi d’autres flavonoides.
La 6-allyloxy-4’-trifluorométhylaurone présente notamment un ICsy de 3,05 pM, ce qui en
fait I’un des meilleurs inhibiteurs de cette ¢tude (Figure 6) [135]. Plus récemment, des dérivés

d’aurone dans lesquels le cycle B a été remplacé par une pipérazine ont été évalués sur plu-
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sieurs types de cellules tumorales, notamment HCCLM-7 (carcinome hépatocellulaire), Hep-2
(laryngocarcinome), MDA-MB-435S (adénocarcinome mammaire) et SW-480 (carcinome du
colon). Deux composés se sont révélés cytotoxiques pour les quatre types de cellules, a une
concentration plus faible que le fluorouracile, le médicament de référence. Ces molécules
semblent conduire a I’arrét du cycle cellulaire a la phase Gy/G;. En outre, I’accumulation de
cellules en phase sub-Gy pourrait provenir d’un effet d’induction apoptotique de ces dérivés

d’aurone [136].

2.2.3 Inhibition de I'angiogénese

Le blocage de I’angiogénése, le processus de croissance de nouveaux vaisseaux san-
guins a partir des vaisseaux existants, est 'une des deux principales stratégies utilisées en

chimiothérapie. C’est en particulier I’inhibition de la croissance des cellules endothéliales qui

Cytotoxicité sur lignées
cellulaires K562

Cytotoxicité sur lignées
cellulaires SGC-7901

ICSO = 3,05 UM |C50 = 5,26 HM

NEt, =z 0

Fumagilline

ICsp = 0,25 uM ICs0 = 0,23 UM ICs0 = 0,0089 M

Cytotoxicité sur lignées
cellulaires HUVEC

Figure 6. Activité de cytotoxicité sur des lignées cellulaires K562 (leucémie myéloide), SGC-7901 (adénocar-
cinome gastrique) et HUVEC (impliquées dans 1’angiogénése tumorale) par des flavonoides et la fumagilline

(utilisée comme référence).
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permet de contenir la progression de la tumeur en la privant d’oxygene. Les aurones ont été
découvertes trés récemment comme de potentiels inhibiteurs de la prolifération de cellules
HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells). Des dérivés de 5-hydroxy, S-méthoxy et
5-acétoxyaurones ont ainsi été testés, portant des groupements variés en position 4’. La pré-
sence d’un substituant diéthylamino en 4’ semble constituer un élément déterminant, puisque
les deux meilleurs inhibiteurs identifiés sont les analogues 5-hydroxyle et 5-acétoxyle portant
ce groupement (ICso = 0,25 et 0,23 uM, Figure 6). Les effets inhibiteurs de ces deux compo-
sés sur la migration des cellules endothéliales et sur la formation d’une structure tubulaire ont
également ét¢ mis au jour. Enfin, ces molécules permettent une inhibition importante de
I’invasion des lignées cellulaires A549 (cancer du poumon) et MCF-7 (cancer du sein), ce qui
révele une multiplicité de modes d’actions trés intéressante de ces aurones pour le traitement

potentiel de tumeurs [137].

2.3 ACTIVITES ANTIOXYDANTES ET CHIMIOPREVENTION DU CANCER

2.3.1 Induction de la quinone réductase

Les cellules des mammiféres ont développé au cours de 1’évolution des systemes de
défense contre la toxicité induite par des agents réactifs électrophiles et des espéces oxygé-
nées radicalaires, qui constituent des causes majeures du développement de malignité dans
I’organisme. Il est possible de stimuler ces défenses via la modulation de différentes cibles
biologiques, afin de diminuer les risques d’apparition d’une tumeur. La flavoprotéine
NAD(P)H:quinone oxydoréductase 1 (NQO1) est 'une de ces cibles. Sa surexpression est
systématiquement observée en réponse au stress oxydant, et elle assure le traitement des qui-
nones toxiques, le maintien sous forme réduite des composés antioxydants endogenes, et la
stabilit¢ de la protéine de suppression tumorale p53 [138]. Malgré une premiere étude peu
concluante de I’induction de NQOI1 par la sulfurétine et un dérivé méthoxylé [76], une large
série d’aurones a été synthétisée dans le but d’étudier cette induction plus avant. Les compo-
sés les plus actifs, des 4,6-diméthoxyaurones, ont permis de doubler 1’activité de NQOI a une
concentration de 150 — 200 nM (contre 20,7 uM pour la sulfurétine, Figure 7). De plus, ces
travaux ont montré que les aurones affectent majoritairement la voie de signalisation cellu-
laire AhR/XRE, I'un des deux mécanismes menant a 1’induction de NQO1 [139]. Il est a noter
que la propriété d’accepteur de Michael, ainsi que la présence d’une double liaison exocy-

clique et I’absence de proton acide en a du carbonyle, sont connues comme des éléments
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structuraux favorisant I’induction de NQO1. A cet égard, et contrairement aux autres flavo-

noides, les aurones apportent donc un squelette parfaitement adapté [140,141].

2.3.2 Capture de radicaux oxygénés

Les aurones présentent également des activités antioxydantes permettant notamment la
capture directe d’especes réactives comme des radicaux libres oxygénés. Ainsi, lors d’un test
de capture du radical stabilis¢é DPPH, certaines aurones naturelles issues de Cotinus coggygria
ont présenté des activités intéressantes. Un dimére de sulfurétine a par exemple montré un
ICso de 9,7 pg/mL, une valeur inférieure a celles obtenues pour des antioxydants de référence
(22 pg/mL pour I’acide ascorbique, 21 ug/mL pour le BHA) [66]. De méme, des essais réali-
sés sur DPPH et sur le radical-anion superoxyde ont conduits a I’identification d’aurones plus
actives que les deux molécules références décrites ci-dessus. Si les ordres de grandeur des
ICsg restent proches pour le test de capture de DPPH (ICsp = 8 — 23 uM pour tous les compo-
sé€s), certaines aurones présentent une activité 100 a 150 fois supérieure a celle de 1’acide as-
corbique lors du test au radical superoxyde (Figure 7) [12]. Ces dérivés particulierement actifs
portent des motifs catéchols et pyrogallols, ce qui confirme 1’hypothese émise par ailleurs que
ces groupements contribuent a une activité antioxydante supérieure [142,143]. Une étude cal-
culatoire de 2008 permet d’aller encore plus loin dans I’explication de 1’activité antioxydante
importante des aurones. Ainsi, la forte conjugaison et la structure particuliére du cycle C des

aurones participent a une délocalisation importante des radicaux phénoxy formés sur le cycle

Induction de NQO1¢

Piégeage du
radical superoxyde

|C50 = 4,3 HM ICSO = 6,5 lJM |C50 = 6,6 HM

Figure 7. Activités d’induction de NQOI1 et de capture du radical anion superoxyde par des aurones et la lutéo-

line. “CD est la concentration d’aurone nécessaire pour doubler I’activité de I’enzyme NQO1.
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B sur certaines positions du squelette carboné. En particulier, les carbones 1’ et 2 possedent
une densité de spin comparable a I’atome d’oxygeéne portant le radical, ce qui stabilise forte-
ment ce dernier, évitant par ailleurs une trop grande réactivité du radical aurone formé [144].
Des développements plus récents incluant 1’évaluation de dérivés d’aurones méthoxylés, no-
tamment sur le capture d’H,0O;, et de nouveaux calculs théoriques concernant des substitu-

tions plus restreintes ont également été publiés [145,146].

2.4 ACTIVITES ANTIMICROBIENNES

2.4.1 Activités antiparasitaires

Les parasites et bactéries sont la cause de nombreuses pathologies humaines, et
I’¢limination de ces agents revét un intérét thérapeutique de premier ordre, par exemple pour
le traitement du paludisme, de la leishmaniose (parasites), de la maladie de Lyme, ou
d’infections nosocomiales (bactéries). Dans ce domaine quelques travaux portant sur I’activité
des aurones ont été réalisés. Des études de Kayser ef al. réalisées a la fin des années 1990 ont
mis en évidence une activité antiparasitaires des aurones sur des espéces de Leishmania (res-
ponsables de la leishmaniose) et sur Plasmodium falciparum (responsable du paludisme). Une
premicre étude portant sur le genre Leishmania a jeté les bases d’une relation structure-
activité sommaire : les aurones les plus cytotoxiques pour ces parasites sont des dérivés peu
substitués et particuliecrement hydrophobes. En effet, I’ajout de groupements phénols sur les
cycles A et B conduit a une forte diminution de 1’activité [147]. Des investigations plus pous-
sées ont montré que cette activité pouvait €tre imputée a I’inhibition de la fumarate réductase
du parasite. L’activité de cette enzyme mitochondriale impliquée dans la respiration cellulaire
est en effet réduite de 60 a 94% en présence des meilleures aurones a une concentration de
12,5 nM. En comparaison, la licoagrochalcone A, un dérivé de chalcone connu pour cette

activité, inhibe I’enzyme a 46,6% dans les mémes conditions (Figure 8) [148].

Les aurones permettent également I’inhibition du cycle érythrocytique du parasite
Plasmodium falciparum, responsable du paludisme, a une échelle nanomolaire. Pour cette
cible, les aurones les plus actives présentent de nombreux substituants oxygénés et hydro-
phobes, notamment des groupements méthoxyles et des acétoxyles. La 4,6,4’-triacétoxy-3’,5’-
diméthoxyaurone a en particulier montré des valeurs d’ICsy de 7 et 180 nM contre les souches
chloroquine-résistante (K1) et chloroquine-sensible (NF54) du parasite [149], alors que les

meilleurs dérivés de flavone ont un ICsy de 1’ordre du micromolaire (Figure 8) [150,151]. Une
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Inhibition de la NADH
fumarate réductase

94,3% 85,2% 46,6%

Inhibition de la souche
résistante de Plasmodium

ICso = 0,007 uM ICsp = 0,4 pM

Figure 8. Inhibition de I’activité de la NADH fumarate réductase de Leishmania (en pourcentage d’inhibition a

12,5 uM), et inhibition de la croissance de la souche K1 de Plasmodium falciparum par des flavonoides.

autre ¢tude menée au laboratoire a permis de déterminer les ¢éléments structuraux avantageux
pour I’activité anti-plasmodique. Il apparait par exemple que le remplacement de 1’oxygéne
intracyclique des aurones par un groupement NH meéne a de meilleures activités. Le profil
4,6-diméthoxy ainsi que la présence d’un groupement hydrophobe en position 4’ semblent
¢galement conduire a I’amélioration de I’efficacité des composés [152]. Enfin, I’inhibition de
la croissance cellulaire du parasite Cryptospordium parvum, responsable de diarrhées, a été
réalisée via un test in vitro ELISA, et a mené a I’identification de plusieurs aurones actives a

25 —100 uM, dont la sulfurétine [8].

2.4.2 Activités antibactériennes et antifongiques

Responsables des infections contractées en milieu hospitalier, les bactéries staphylo-
coques et streptocoques peuvent elles aussi étre inhibées par des dérivés d’aurone. Des ana-
logues 6,7-dihydroxylés ont par exemple permis de cibler la chorismate synthase, une enzyme
impliquée dans la voie de biosyntheése bactérienne de I’acide shikimique, chez Streptococcus
pneumoniae. Les composés les plus actifs comportent en outre un groupement phénol en posi-
tion 2°, ainsi qu’un éther en 4°, et présentent des valeurs d’ICsy entre 200 et 700 nM (Figure
9) [153]. Des aurones modifiées au niveau du cycle B (remplacé par un cycle imidazole ou
furane) ont permis de maniere plus générale 1’inhibition de la croissance de Staphylococcus

aureus, S. epidermidis, et d’autres bactéries a Gram positif comme Bacillus subtilis. 11 a été
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montré que le noyau benzofuranone constitue 1’élément crucial pour I’activité de ces molé-
cules, alors que ses substituants jouent un role secondaire (Figure 9) [154,155]. Des modifica-
tions plus profondes du squelette des aurones, et notamment le remplacement du groupement
benzylidéne par des motifs 2,2-bisaminométhyles, ont mené a des composés dont les activités
antibactérienne et antifongique sont conservées, ce qui conforte le cycle benzofuranone
comme pharmacophore [156]. Plus globalement, des travaux brevetés par Phytera Inc. ont
évalué la capacité de plusieurs aurones synthétiques et de diméres d’origine naturelle a en-
rayer de nombreux types d’infections fongiques et bactériennes. Des tests in vivo effectués sur
des souris infectées par Candida albicans ont conduit a un prolongement significatif de la
survie des individus traités par des aurones (40% de mort a 16 jours) par rapport aux individus

de contrdle (100%) ou traités par le fluconazole, un fongicide connu (70%) [49].
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Figure 9. Inhibition de 1’activité de la chorismate synthase de Streptococcus pneumoniae par des aurones ; et
inhibition de la croissance de Staphylococcus epidermidis par des aurones et 1’amoxicilline (utilisé comme réfé-
rence). “MIC représente la concentration d’inhibiteur minimale requise pour observer une inhibition de crois-

sance d’un micro-organisme aprés une nuit d’incubation.

2.5 ACTIVITES ANTIHORMONALES

L’iodothyronine déiodinase est une enzyme qui catalyse 1’élimination d’un atome
d’iode sur la thyroxine, une hormone thyroidienne, menant a la formation de différents méta-
bolites. Cette enzyme est surexprimée chez les patients atteints d’hyperthyroidie, ce qui con-

duit a ’accumulation du métabolite T3 tritodothyronine [157]. Son inhibition a notamment été
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¢tudiée via des extraits de plantes dont les propriétés antithormonales ont longtemps été utili-
sées en médecine traditionnelle. Parmi ces extraits, des aurones isolées, notamment
I’auréusidine, la sulfurétine ou la 4,6,4’-trihydroxyaurone, ont été évaluées et font partie des
meilleurs inhibiteurs non-halogénés de 1’iodothyronine deiodinase, avec un K; proche du K,
du substrat naturel. L’introduction d’un atome d’iode en position 3’ de la 4,6,4’-
trihydroxyaurone permet en outre de faire émerger une compétition avec le substrat (Figure
10). Des études conformationnelles de superposition entre ce dérivé et la thyroxine ont révélé
que les cycles B et C de 1’aurone, ainsi que la double liaison extracyclique, constituent un
mime d’une partie de la structure de I’hormone et de sa version triiodée. D’autres éléments
structuraux favorables ont ét¢ identifiés, notamment la présence de phénols dans les positions

4 et 4> [158,159].

Dans un autre domaine, des aurones extraites d’especes de plantes du genre Smilax ont
trés récemment montré des activités de modulation des récepteurs d’cestrogéne (ER).
L’cestrogeéne est une hormone sexuelle qui influence de nombreux processus physiologiques
chez les mammiféres. Elle est notamment impliquée dans le développement de plusieurs pa-
thologies, comme certains cancers. Cette influence hormonale est principalement due a
I’activité des récepteurs d’cestrogenes, qui constituent donc une cible biologique [160]. Parmi
les aurones ciblant ces protéines, la 4,6,4’-trihydroxyaurone et la 4,6,2”,4’-tétrahydroxyaurone
ont présenté¢ des valeurs intéressantes d’inhibition de la liaison estradiol-ER lors de tests in

vitro (Figure 10) [99].

2.6 ACTIVITES ANTI-INFLAMMATOIRES

L’inflammation est le résultat de la réaction des défenses immunitaires contre
I’invasion de 1’organisme par des agents pathogenes. Lors de ce processus, les cellules immu-
nitaires sécretent des cytokines, de ’oxyde nitrique ainsi que des prostaglandines, dont
I’accumulation peut mener a des états pathologiques. L’inhibition de la production de ces
¢léments présente donc un intérét médicinal pour lutter contre I’inflammation et contre cer-
taines maladies auto-immunes. Le remplacement du groupement benzylidéne des aurones par
des motifs 2,2-bisaminométhyles a mené a la synthése de composés capables d’inhiber la pro-
duction de deux cytokines impliquées dans des processus inflammatoires : le TNF-o et
I’interleukine-6. Le meilleur inhibiteur identifié est le dérivé 2,2-bispyrrolidinométhyle, qui

bloque totalement la formation des deux cytokines a 10 uM [156].
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Figure 10. Inhibition de I’activité de la T4-5’-iodothyronine monoiododéiodinase (T4-5’-ITHD) par des au-
rones ; inhibition de ’interaction estradiol-récepteurs d’cestrogéne (ER) aprés incubation pendant 2 heures avec

10 uM d’aurones.

Des analogues d’aurone plus classiques ont trés récemment été identifiés comme inhi-
biteurs de la production d’oxyde nitrique et de prostaglandine E,. A partir de la découverte de
I’activité de la sulfurétine, 1’influence de la substitution au niveau du cycle B a été explorée.
Au final, peu de dérivés se sont réellement révélé actifs contre la production d’oxyde nitrique.
En revanche, la modulation de la sulfurétine a permis de découvrir sept composés dont 1’ICs
varie entre 1,06 et 2,50 pM. Néanmoins, la distribution des positions hydroxylées ou mé-
thoxylées parmi ces composés actifs varie fortement et ne permet pas de dégager une relation

structure-activité claire [161].

2.7 DIAGNOSTIC ET TRAITEMENT DE LA MALADIE D’ALZHEIMER

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative caractérisée par la perte
progressive de fonctions mentales, notamment liées a la mémoire. La formation de plaques -
amyloides dans le cerveau est ’'une des premieres conséquences de ce processus. Le dévelop-
pement de molécules pouvant interagir spécifiquement avec ces plaques constitue donc un
domaine d’une grande importance pour le diagnostic précoce de la maladie. Néanmoins, si de
nombreuses sondes d’imagerie radiomarquées ont été rapportées, elles se reposent sur un

nombre restreint de structures chimiques de base. L’utilisation de flavones radiomarquées a
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Figure 11. Constantes d’inhibition des peptides de plaques amyloides AB(1-42) pour des flavonoides radiomar-

qués ; inhibition de I’acétylcholinestérase par des dérivés d’aurone.

I’iode 125 comme nouveau squelette a été étudiée en 2005 [162], mais il s’est rapidement
avéré que les aurones correspondantes 5-'>’iodo-4’-aminées présentent a la fois une meilleure
affinité (K; = 1,24 — 6,82 nM contre 15,6 — 77,2 nM pour les flavones, 1,2 — 2,8 nM pour des
agents d’imagerie connus, Figure 11) et une détection plus efficace des plaques diffuses, qui
apparaissent a un stade trés précoce de la maladie. En outre, elles permettraient une dispari-
tion plus rapide de la radioactivité due a un plus faible taux de liaison non spécifique au cer-
veau [163]. La modulation de ces molécules en position 4’ a mis en €évidence une grande tolé-
rance pour de nombreux groupements a cette position, notamment hydroxyle, méthoxyle ou
hydroxyalkoxyle, qui présentent une affinité voisine des analogues aminés (K; = 1,05 — 3,36

nM) [164]. L’introduction de technétium **™

Tc, un élément tres fréquemment utilisé en méde-
cine nucléaire, sur des flavones et aurones a plus récemment confirmé la meilleure affinité du

noyau aurone pour les plaques B-amyloides [165].

Enfin, des aminométhylaurones et leurs analogues indanones ont été identifiés comme
inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase (AChE), et par ce biais peuvent constituer des outils thé-
rapeutiques pour le traitement de la maladie d’Alzheimer (au méme titre que d’autres inhibi-
teurs comme le donépézil, un indanone, ou la rivastigmine). Les activités observées in vitro
pour les aurones, qui sont du méme ordre que celles observées pour les indanones correspon-

dantes, sont presque toujours supérieures a celle de la rivastigmine (ICso = 0,082 — 1,54 uM
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contre 2,07 uM) [166]. Le remplacement du cycle B des aurones par un groupement N-
benzylpyridinium permet d’améliorer fortement ces activités. En présence d’un substituant 6-
méthoxy, d’un atome de fluor sur le cycle benzyle et d’un contre-ion adapté, deux composés
révelent méme un ICsy plus faible que le donépézil, un médicament de référence (10 et 22

nM, contre 28 nM, Figure 11) [167].

2.8 ACTIVITES ANTIDIABETIQUES ET ANTI-OBESITE

L’aldose réductase (ALR2) est une enzyme qui catalyse notamment la réduction du
glucose en sorbitol, ce qui constitue la premiére étape de la voie des polyols. Son activité est
ainsi impliquée dans 1’apparition du diabéte. De méme, la formation de produits de glycation
avancés (AGE) est une conséquence de I’hyperglycémie prolongée et peut conduire au déve-
loppement de complications comme la cataracte ou la neuropathie. Quelques flavonoides ont
¢été identifiés comme inhibiteurs de ’activité d’ALR2 et de la formation des AGE. Parmi eux,
la sulfurétine a révélé une valeur d’ICs contre ALR2 similaire a celle du médicament epalres-
tat (1,3 uM). Néanmoins, si les flavonols se sont montré moins actifs, un dérivé de chalcone a
permis d’obtenir une valeur d’inhibition submicromolaire (ICso = 0,7 uM). La sulfurétine
s’est en revanche distinguée par son activité d’inhibition de la formation des AGE. Elle a en
effet montré la meilleure valeur d’ICsy de I’étude, environ dix fois plus faible que celle de la
référence aminoguanidine [168]. La sulfurétine a montré d’autres activités antidiabétiques
intéressantes, notamment au niveau de la protection des cellules B du pancréas contre des
dommages induits par les cytokines in vitro, et comme frein au développement général du

diabéte chez la souris [169].

La flavone OF (pour « oleoyl formononetin ») permet d’améliorer la sensibilité¢ a
I’insuline et posséde également des propriétés contre 1’obésité. Cette pathologie, caractérisée
par la formation de nouveaux adipocytes pour stocker les lipides entraine une forte augmenta-
tion de la masse corporelle qui peut mener a différentes pathologies parfois graves. Des ana-
logues aurones substitués par des acides gras ont également montré des activités anti-obésité.
L’adipogénése est ainsi inhibée a 29% en présence du meilleur dérivé d’aurone a 100 pM
(contre 2,5% pour OF), et la prolifération des adipocytes est ralentie de 57% par cette méme
molécule a 100 uM (contre 11% pour OF). Les aurones peuvent enfin permettre la stimulation
de la consommation du glucose des adipocytes. Dans un milieu riche en glucose, la présence

de 100 pg/mL d’une aurone conduit en effet a la consommation de 4 — 6 mmol/L de glucose
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apres 24 heures d’incubation, ce qui est cependant moins qu’en présence d’OF (7,49 mmol/L)

[170].

2.9 ELEMENTS STRUCTURAUX DETERMINANTS, UN « COUTEAU SUISSE »

THERAPEUTIQUE ?

A la lumiére des activités biologiques décrites précédemment et des relations struc-
ture-activité entreprises par certaines études, le squelette des aurones semble pouvoir a la fois
mener a une famille de molécules viables pour le développement de médicaments, mais éga-
lement apporter une originalité structurale et fonctionnelle par rapport aux autres flavonoides.
Ainsi, on peut identifier quelques relations entre éléments structuraux originaux et activités

biologiques :

(a) les aurones sont des modulateurs de transporteurs ABC et des inhibiteurs de ki-
nases souvent plus efficaces que les analogues flavones ou chalcones. Déja énoncée par ail-
leurs [8], ’hypothése d’un meilleur mime de I’adénine de I’ATP par la structure de base des
aurones que par celle des flavones trouve dans ces activités observées un écho intéressant. En
outre, la structure benzofuranone semble simplement mieux correspondre a la géométrie
d’une purine, et la présence trés courante d’un groupement phénol en position 4 pourrait éga-

lement étre a méme de mimer le groupement amine porté par I’adénine.

(b) les aurones sont des inducteurs de NQOI. 11 a par ailleurs été montré que le carac-
tere particulierement €lectrophile (accepteur de Michael) d’une double liaison extracyclique,
par rapport a la double liaison intracyclique d’une flavone par exemple, permettait d’induire
plus efficacement 1’activité de NQOI1 [141]. Or, les aurones sont les seuls flavonoides a pré-

senter ce caractére structural qui semble déterminant pour I’activité de ces composés.

(c) les aurones sont des antioxydants efficaces, notamment au niveau de la capture de
radicaux libres. Des études théoriques ont montré que les radicaux portés par le cycle B (no-
tamment en position 4”) des aurones et des flavones pouvaient étre délocalisés [144,171]. Cela
a pour effet de les stabiliser et ainsi permet une capture plus facile des radicaux. Mais, alors
que la densité de spin observée pour une flavone reste presque uniquement concentrée sur le
cycle B, la répartition pour une aurone est tres différente : la position 2 possede une densité de
spin particuliérement €levée qui stabilise fortement le radical. Cela est sans doute dii au carac-

tére a la fois appauvri (par le carbonyle adjacent) et enrichi (par 1’éther adjacent) en électrons
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de cette position. La encore, cette particularité ne se retrouve que chez les aurones parmi les

flavonoides.
(a) OH
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Mime de la structure Caractere d'accepteur Stabilisation du
de l'adénine de Michael, électrophile radical-aurone®
Inhibition des protéines Induction de l'activité Piégeage des radicaux
ABC et des CDK de NQO1 libres oxygénés

Figure 12. Trois particularités structurales apportées par le squelette des aurones, exemple de la 4,6,4’-
trihydroxyaurone : (@) mime de la structure de 1’adénine et donc de I’ATP ; (b) caractere d’accepteur de Michael
et d’électrophile ; (c) stabilisation particuliére du radical-aurone en position 4°. “Les nombres indiqués représen-

tent les densités de spin aux positions correspondantes du radical.

Afin d’étudier de nouvelles activités biologiques associées a la famille des aurones,
nous avons mené deux projets distincts portant sur I’inhibition de la tyrosinase, précédemment
découverte au laboratoire, et sur I’inhibition de la polymérase du VHC, révélée par I’auréusi-
dine, un représentant de la famille des aurones, préalablement a ce travail. Les deux parties
suivantes seront donc consacrées a chacun de ces projets. Apres une introduction décrivant le
contexte et la pertinence de la cible thérapeutique choisie, nous présentons la synthése des
inhibiteurs, les tests biologiques, les relations structure-activité, ainsi que des études
d’interactions menées au laboratoire ou en partenariat avec des équipes de biologistes et de

chimistes théoriciens et inorganiciens.
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CHAPITRE 1. L’HEPATITE C ET SON VIRUS

Chapitre 1. L’hépatite C et son virus

1.1 L’HEPATITE C

1.1.1 Découverte

Le terme « hépatite », provenant du grec « hépar » qui signifie « foie », désigne une
inflammation de cet organe, qui peut étre imputée a différents mécanismes. Responsable de
trés nombreuses fonctions vitales d’ordre nutritionnel, sanguin ou détoxiquant, le foie est I’'un
des organes humains les plus volumineux et I’un des plus complexes. De trés nombreuses
transformations chimiques s’effectuent en son sein : il prend en charge les substances que
nous absorbons, les stocke, les transforme, et élimine les productions nocives de notre orga-
nisme. Si des pathologies du foie ont été observées depuis I’antiquité, notamment des épidé-
mies d’ictére rapportées par Hippocrate [172], la possibilité d’une transmission virale de ces
pathologies n’a été découverte que plus récemment. Dés la fin du XIX® siécle, Lurman soup-
conne I’existence de deux virus distincts, qui seront plus tard identifiés et nommeés virus de

I’hépatite A (VHA) et virus de I’hépatite B (VHB).

Cependant, en 1974 et 1975, des groupes de patients du New York Blood Center et du
National Institut of Health contractent une hépatite apreés une transfusion sanguine, consécu-
tive a une intervention chirurgicale. Il se révele que cette hépatite n’est ni de type A, ni de
type B. Le groupe de Prince et al. conclut son rapport par cette phrase : « that a large propor-
tion of long-incubation post-transfusion hepatitis is unrelated to hepatitis B, and that control
of post-tranfusion hepatitis will require identification of a hepatitis virus(es) type C ». En
1989, apres quinze ans de recherche, I’agent principal de la pathologie appelée hépatite non-A
non-B est toujours inconnu, méme si de nombreux indices laissent a penser qu’il s’agit d’un

virus a enveloppe. Des études menées par clonage moléculaire menent alors a 1’identification
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du virus de I’hépatite C [173]. Dans la foulée, un test de détection des anticorps au virus de
I’hépatite C est développé, ce qui freine considérablement la transmission du virus [174]. Ce
test manque cependant de sensibilité et de spécificité, et est remplacé par un test de seconde
génération en 1992. Depuis, de nombreux progres ont été¢ accomplis dans la connaissance de

I’hépatite C et du virus associé, ainsi que dans le diagnostic et le traitement de la maladie.

1.1.2 Epidémiologie générale

Reconnue d’importance globale et de répartition mondiale, 1’hépatite C touche au-
jourd’hui entre 2,2 et 3,0% de la population du globe, soit approximativement de 130 a 170
millions de personnes [175]. La répartition de cette population infectée est inégale, et montre
une prévalence trés importante de la maladie dans certains pays comme I’Egypte, la Mongolie
ou la Bolivie (plus de 10% de la population atteinte). A I’inverse, une prévalence trés faible
est observée dans les pays du nord de I’Europe et de I’Amérique. L’ Afrique est clairement le
continent le plus touché, et il est possible de corréler d’une maniére plus générale la préva-
lence de la maladie avec le niveau de développement économique des différentes régions du
monde. Le virus de I’hépatite C pouvant présenter de nombreux génotypes, ces derniers sont
eux aussi inégalement représentés. Le génotype 1 est principalement présent en Amérique du
nord et en Europe. En Asie, le génotype 1 est également présent et coexiste avec le génotype 2
en Chine, en Corée et au Japon, avec le génotype 3 en Inde et en Indonésie, et avec des géno-
types plus rares, notamment le génotype 6, en Asie du sud-est [176]. L’ Afrique est touchée
par le génotype 2, notamment a 1’ouest du continent, par le génotype 4, présent a 1’est, au
Moyen-Orient et surtout en Egypte ou il concerne 90% des infections [177,178], et par le gé-
notype 5, spécifique a I’ Afrique du sud [179].

Dans le cadre de ce travail, nous avons réalisé une carte du monde représentant la pré-
valence de ’infection au VHC dans les différents pays. Cette carte est basée sur des données
globales de I’Organisation Mondiale de la Santé et de nombreuses €tudes indépendantes ou
locales, toutes réalisées sur une période de dix ans, entre 1999 et 2009. Ces études, parfois
réalisées sur une cohorte de quelques dizaines de personnes, peuvent étre sujettes a caution
pour certains pays ou elles représentent néanmoins les seules données accessibles. La liste des
références utilisées pour la construction de cette carte est disponible dans la section Biblio-

graphie.
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Figure 13. Carte représentant la prévalence de I’infection au virus de 1’hépatite C (en pourcentage de la popula-
tion de chaque pays), basée sur des données globales de I’Organisation Mondiale de la Santé et de nombreuses

études indépendantes ou locales, toutes réalisées sur une période de dix ans, entre 1999 et 2009.

Le virus de 1’hépatite C ne se transmet pas par un simple contact, un éternuement ou
un échange de salive. S’1l est possible de contracter le virus suite a un rapport sexuel non pro-
tégé ou par une transmission périnatale de la mére a I’enfant, ces deux types d’infection res-
tent rares (respectivement jusqu’a 1% de risque par an [180], et 4 a 7% des cas [181]) et le
virus est principalement transmis par le sang. Dans les pays développés, I’injection de drogues
et I’échange de seringues est ainsi la premiere cause de transmission du virus. En effet, les
injections thérapeutiques sont la plupart du temps assurées dans des conditions aseptisées et
stériles, sous le contréle de bonnes pratiques concernant les risques infectieux. De méme, les
transfusions sanguines sont réalisées uniquement avec du sang donné volontairement et béné-
volement, et aprés de multiples précautions, incluant des analyses poussées en laboratoire. En
revanche, dans les pays en voie de développement, 1’utilisation de seringues usagées ou de
techniques inadéquates pour les injections thérapeutiques facilite la transmission du virus. Le
manque de moyens conduit également fréquemment les autorités locales a faire transfuser du
sang a risque [182]. C’est I'une des principales causes de la prévalence particulierement é¢le-

vée de I’hépatite C dans ces régions du monde.
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1.1.3 Symptomes et évolutions de la maladie

La forte prévalence de I’infection au virus de 1’hépatite C dans le monde est conjuguée
avec des symptomes parfois séveres et ’apparition fréquente d’hépatites aigués ou chro-
niques. Aux Etats-Unis, I’hépatite C est la cause de 20% des cas d’hépatite aigué. Aprés une
période d’incubation oscillant entre 3 et 20 semaines, les symptomes cliniques apparaissent
avec une sévérité variable chez environ un tiers des patients séropositifs. Ces manifestations
durent de 2 a 12 semaines, avant un fréquent retour a la normale. Dans de rares cas, une hépa-

tite fulminante au pronostic extrémement sévere peut néanmoins survenir [183].

Malheureusement, environ 85% des patients atteints d’hépatite aigué€ développent en-
suite une hépatite chronique. Ce taux trés élevé est une caractéristique de I’infection au virus
de I’hépatite C. Les symptdmes accompagnant la maladie chronique consistent souvent en une
grande fatigue, des malaises ou un manque d’énergie chronique. L’apparition de nausées, de
myalgies, d’arthralgies, la perte d’appétit ou de poids constituent des symptdmes moins fré-
quents. Bien que rarement incapacitants, ces symptomes dégradent fortement la qualité de vie
des patients [183]. Chez 20 a 30% des patients, la maladie évolue ensuite vers une cirrhose :
des cellules endommagées du foie sont remplacées par du tissu cicatriciel qui entrave la circu-
lation sanguine et méne a la destruction de nouvelles cellules, ce qui peut entrainer la perte de
fonctions hépatiques. La santé du patient ne peut alors étre restaurée qu’aprés une transplanta-
tion du foie. En 2002, 783.000 déces ont eu pour cause la cirrhose du foie, I’hépatite C étant
en cause dans 17% dans cas [184]. Le stade final de I’infection est atteint avec 1’apparition
d’un carcinome hépatocellulaire, le cancer primitif du foie. Ce dernier représente la troisiéme
cause de mortalité liée au cancer dans le monde, avec 662.000 déces chaque année, et pro-
vient dans 80% des cas d’une hépatite virale chronique [185]. A ce stade, malgré les progrés
effectués en matiere de chirurgie, de transplantation du foie et d’ablation par radiofréquence,

le taux de survie a cinq ans est estimé de 50 a 70% [186].

1.1.4 Co-infections et facteurs aggravants

Les symptomes observés lors des différents stades de la maladie peuvent étre aggravés
par d’autres facteurs. Pour 1’hépatite C, il s’agit essentiellement des co-infections VHC-VHB
et VHC-VIH. Dans le premier cas, la surinfection au VHC de patients déja atteints par
I’hépatite B mene plus facilement a une hépatite fulminante, et aggrave les symptomes de la
phase aigue de la maladie. Lors de la phase chronique, elle conduit également a une augmen-

tation de 48% sur 10 ans du risque d’apparition d’une cirrhose, et de 32% sur 20 ans du risque
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de carcinome hépatocellulaire. La surinfection au VHB de patients atteints par 1’hépatite C est
en revanche plus rare et ses effets sont moins connus. Par ailleurs, s’il a été prouvé que la
combinaison des deux virus affecte de maniére plus sévére les défenses immunitaires, la pré-
sence du VHC semble exercer une inhibition de la réplication du VHB jusqu’a atteindre de
trés faibles concentrations d’ADN viral. Le VHC prendrait ainsi le dessus lors de co-

infections VHC-VHB [187].

La co-infection VHC-VIH représente un probléme plus grave de santé publique. Dans
le monde, environ 10 millions de personnes sont infectés par les deux virus. Dans les pays
développés, la co-infection VHC-VIH concerne 25% des personnes séropositives au VIH, et
8% des personnes infectées par le VHC. La présence du virus du sida est responsable d’une
augmentation du niveau d’ARN du VHC dans le plasma des patients co-infectés. Ces patients
présentent également des risques de cirrhose et d’insuffisance hépatocellulaire plus impor-
tants. Pour cette derniere pathologie en particulier, le risque est six fois plus élevé pour les
patients co-infectés que pour les patients infectés uniquement par le VHC. De méme, entre
2000 et 2005, I’infection au VIH seule a conduit au déces de 19 patients sur 1000 par an, alors
que la co-infection VHC-VIH a tué¢ 57 personnes sur 1000 par an, soit trois fois plus [188].

Au-dela de ces co-infections, plusieurs facteurs entrainent 1’accélération ou
I’aggravation de la maladie. La consommation d’alcool par exemple, déja responsable seule
de la majorité des cirrhoses dans les pays occidentaux, conduit & une multiplication des
risques lorsqu’elle est liée a une infection au VHC [189]. L obésité est également un facteur
aggravant, puisque les patients infectés qui présentent un indice de masse corporelle €levé ont
un risque accru de développer une stéatose hépatique. Les patients atteints de diabete présen-
tent également une augmentation de 1’incidence de stéatoses, mais dans une moindre mesure
[190]. Enfin, I’hépatite C progresserait plus rapidement chez les individus plus agés et de sexe

masculin.

1.2 LE VIRUS ET LES CIBLES THERAPEUTIQUES ASSOCIEES

1.2.1 Description génomique et cycle de vie

Le VHC est un virus a enveloppe a brin d’ARN positif appartenant a la famille des
Flaviviridae, dans laquelle se cotoient €également les virus de la fievre jaune ou de la dengue.

Composé de 9000 a 9300 nucléotides, son génome code pour une polyprotéine d’environ
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3000 acides aminés qui est ensuite clivée par des protéines virales pour délivrer les protéines
structurales (protéine noyau C, glycoprotéines E1, E2 et peptide membranaire p7) et non-
structurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) indispensables pour la réplication, la
traduction et le découpage de la polyprotéine. La polyprotéine et le découpage opéré en pro-
téines fonctionnelles, qui a lieu au niveau du réticulum endoplasmique (ER), sont représentés

en Figure 14 [191,192].
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Figure 14. Cycle de vie du VHC dans la cellule infectée (en haut) et traitement de la polyprotéine associée avec

découpage en plusieurs protéines fonctionnelles structurales et non-structurales (en bas) [193].

Commun a de nombreux virus, le cycle de reproduction du VHC dans la cellule pré-
sente plusieurs étapes : attachement a un récepteur a la surface de la cellule, pénétration, dé-
capsidation, traduction de I’ARN viral en une polyprotéine, traitement de cette polyprotéine,
réplication de ’ARN, assemblage de nouveaux virions et relargage a 1’extérieur de la cellule
infectée (Figure 14) [194]. Si ces étapes peuvent représenter autant de cibles potentielles pour
le traitement de I’infection, les recherches se sont focalisées sur I’inhibition des protéines vi-
rales, notamment celles impliquées dans la réplication de I’ARN viral et dans le traitement de

la polyprotéine.
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1.2.2 Cibles thérapeutiques : des inhibiteurs aux traitements

Nous I’avons vu, le VHC présente une variété de génotypes trés importante, ce qui
rend la recherche de vaccins tres difficile. En conséquence, a ce jour, aucun vaccin n’est dis-
ponible, et la recherche d’inhibiteurs de différentes cibles protéiques du virus constitue 1’axe
majeur de développement d’un traitement efficace. L’interféron-a (IFN-a), un médiateur de la
réponse immunitaire antivirale, a été le premier traitement proposé dés 1986. Malheureuse-
ment le succes de la thérapie faisant intervenir IFN-a seul a rapidement montré des limites (6
a 12% de réponse a un traitement de 6 mois). L’ajout de ribavirine, un agent ciblant de nom-
breux virus a ADN et & ARN, a permis d’augmenter ce taux de réponse a 35-40% (Figure 15).
En outre, le développement d’un interféron pégylé (PEG) a permis de prolonger la persistance
du composé dans I’organisme et d’améliorer nettement son profil pharmacocinétique. La
combinaison d’interféron pégylé et de ribavirine a conduit 2 une augmentation du taux de
réponse au traitement jusqu’a 55% sur 6 mois [195]. Cependant, les patients atteints par le
génotype 1 du virus, majoritaires dans le monde (notamment en Europe, en Amérique du
Nord, en Amérique latine ou en Asie), présentent des taux de réponse au traitement qui restent
particulierement bas. En outre, malgré ces avancées, la découverte d’agents ciblant spécifi-
quement le VHC en combinaison avec les antiviraux non-spécifiques décrits précédemment

semble nécessaire pour dépasser le seuil des 50% de réponse au traitement.

Dans cet esprit, de nombreux inhibiteurs ciblant des protéines clés du virus, principa-
lement la protéase NS3/4A et la polymérase NS5B, ont été¢ développés ces dernieres années.
En ce qui concerne la protéase, de nombreux inhibiteurs ont été découverts a ce jour. Les
composés présentés en Figure 15 subissent actuellement des tests cliniques en Phase II, et
permettent une inhibition de la protéase dans un systéme réplicon in vitro de 1’ordre du nano-
molaire [196]. Tres récemment, deux dérivés développés par Merck et par Vertex ont €té mis
sur le marché : il s’agit du Boceprevir et du Telaprevir (Figure 15). Ces molécules permettent
d’¢élever le niveau de réponse virologique vers 70%, ce qui constitue une étape cruciale dans
I’optimisation des thérapies non-spécifiques actuelles. Le ciblage de la polymérase, qui est
utilisée avec succes pour les virus du sida, de I’herpes et de 1’hépatite B, est également inten-
sivement étudié. Malgré de trés nombreuses structures d’inhibiteurs développées, aucun com-
posé n’a pour le moment passé les tests cliniques avec succes, essentiellement pour des rai-
sons de toxicité. La recherche de nouveaux inhibiteurs de NS5B est maintenant un domaine
d’intérét primordial puisque la découverte d’un médicament ciblant cette enzyme, attendue

par Melnikova pour I’horizon 2015, permettrait de mettre en place une polythérapie compre-
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nant, outre le nouveau médicament en question, I’interféron pégyl¢€, la ribavirine et 'un des

deux inhibiteurs de NS3/4A sur le marché. Le taux de réponse d’une telle thérapie est au-

jourd’hui estimé a 90% (Figure 16) [197].

Ce projet s’inscrit dans ce processus de recherche de nouvelles structures pour le déve-

loppement d’inhibiteurs de NS5B efficaces et présentant non seulement un profil pharmaco-

logique intéressant, mais aussi une toxicité moindre.
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Figure 15. Structure de la ribavirine et de quatre inhibiteurs de la protéase NS3/4A : le Telaprevir et le Bocepre-

Vvir qui ont été trés récemment mis sur le marché, et deux inhibiteurs en cours de tests cliniques, et activités asso-

ciées sur modele cellulaire réplicon.
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Figure 16. Evolution du taux de réponse virale de la thérapie contre 1’hépatite C dans le temps (IFN : interféron ;

RBYV : ribavirine ; PI : inhibiteur de la protéase NS3/4A ; Poll : inhibiteur de la polymérase NS5B [197].

1.3 LA POLYMERASE NS5B ET SES INHIBITEURS

1.3.1 Structure de I'enzyme et inhibiteurs nucléosidiques

La polymérase NS5B fait 1’objet de recherches intensives, en particulier depuis une
dizaine d’années, afin de découvrir des inhibiteurs susceptibles d’atteindre la mise sur le mar-
ché. L’enzyme posseéde une structure tridimensionnelle qui ressemble a une main droite, et
des domaines distincts de sa séquence ont ét¢ nommeés en conséquence. Ainsi, trois domaines
principaux ont été identifiés : les domaines « Thumb » (pouce), « Palm » (paume) et « Fin-
gers » (doigts). A I’intersection de ces domaines se trouve une cavité qui joue le role de site
actif. C’est a ce niveau que ’ARN viral est lu et que les nucléotides sont polymérisés en vue
de la réplication. De nombreux inhibiteurs de type nucléosidique ont ainsi été développés afin
de contrecarrer cette réplication au niveau du site actif, dans une stratégie de mime des subs-
trats naturels de I’enzyme. Quelques exemples d’inhibiteurs de ce type sont présentés en Fi-

gure 17 [198].
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Figure 17. Structure d’inhibiteurs nucléosidiques de la polymérase NS5B et activités associés sur modele cellu-

laire réplicon.
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Cependant il existe également des sites allostériques ou se fixent des structures non-
nucléosidiques trés variées. Les principaux sites sont au nombre de quatre et sont nommés en
fonction du domaine ou ils apparaissent : « Thumb I », « Thumb II », « Palm I » et « Palm II »
(Figure 18). Constitués de cavités ou de crevasses présentes a la surface de la protéine, ces
sites permettent d’entrainer la déformation du site actif de I’enzyme lorsqu’un inhibiteur est
fixé. Ceci conduit a une perte de 1’affinité pour les nucléotides, et donc de I’activité de répli-
cation de NS5B. De plus, les sites allostériques étant spécifiques de cette enzyme particuliére,
le développement de molécules pouvant s’y fixer permet d’espérer une meilleure sélectivité
que pour des analogues nucléosidiques. De nombreux inhibiteurs allostériques de NS5B sont

ou ont été évalués en tests cliniques, sans toutefois parvenir a les franchir avec succés [199].

. !‘g‘ 3 /‘\
2 \

P495 — Thumb Site |
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Figure 18. Structure RX tridimensionnelle de la protéine NS5B avec ses trois sous-domaines (« Fingers » en
rouge, « Palm » en bleu et « Thumb » en vert) et ses quatre sites allostériques principaux, occupés ici par des

ligands co-cristallisés ; les mutations clés associées a chaque site pour la mutagénése sont indiquées en gras.
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1.3.2 Inhibiteurs du site allostérique « Palm I »

Situé a proximité du site actif, le site « Palm I » a été exploité initialement avec la fa-
mille des benzothiadiazines. Reportée en 2001, la découverte par la société GlaxoSmithKline
de la premiére structure de benzothiadiazine via le screening d’une collection de composés a
permis le lancement de plusieurs projets d’optimisation du « hit » initial [200]. L’étude des
substitutions sur les deux cycles a permis d’identifier notamment I’importance de la présence
de groupements sulfonamide ou amidoalkoxyle en position 7’ [201], ainsi que des effets béné-
fiques provenant de la présence de substituants, notamment fluoro, sur la partie quinolinone
de la molécule [202]. Le remplacement du noyau quinolinone par un cycle unique azoté, puis
par divers hétérocycles a permis, tout en conservant I’activité, d’améliorer le profil pharmaco-
cinétique de la famille [203,204]. Récemment, le développement d’analogues a motif dial-
kylnapthyridone a conduit a I’obtention des meilleures activités observées parmi les benzo-

thiadiazines, atteignant des valeurs sub-nanomolaires (I’'un des dérivés les plus actifs in vitro
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Figure 19. Structures de dérivés de type benzothiadiazine utilisés comme inhibiteurs de la polymérase NS5B et

se fixant sur le site allostérique « Palm I ».
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possede un ICsy de 0,6 nM) [205]. La présence d’un centre chiral a I’emplacement de 1’azote
de la quinoline originale permettrait en effet de mieux occuper I’espace disponible dans une
petite poche hydrophobe annexe au site « Palm I ». D’autres analogues, notamment d’acide
tétramique, ont été développés, sans produire néanmoins de réelles améliorations [206]. Au
total, les investigations menées autour de cette famille d’inhibiteurs ont conduit a une cin-
quantaine de publications et a un grand nombre de brevets, synthétisés dans une revue tres
récente [207]. Quelques dérivés de benzothiadiazine sont aujourd’hui en phase préclinique,
comme ABT072 (Abbott), en phase I de test clinique, comme A-837093 (Abbott, Figure 19),
ou en phase II, comme ANA598 (Anadys Pharmaceuticals) et ABT333 (Abbott). La plupart

de ces structures n’ont pas été révélées a ce jour.

D’autres familles de molécules ont été identifiées comme inhibiteurs de NS5B par le
biais d’une fixation au site « Palm I ». Ainsi, des dérivés d’acylpyrrolidine [208], de proline
sulfonamides [209], d’acide acrylique [210,211], d’acide anthranilique [212], de rhodanine
[213], de benzodiazépine [214], et d’isothiazole [215], ont ét¢ développés ces dix derniéres
années (Figure 20). Ces composés montrent des activités qui restent inférieures a celles des
benzothiadiazines : plus petites que ces derniéres, ces molécules interagissent seulement avec

une partie de la poche, ce qui limite probablement leur affinité pour la protéine. Il en résulte
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Figure 20. Structures de dérivés provenant de diverses familles chimiques utilisés comme inhibiteurs de la po-

lymérase NS5B et se fixant sur le site allostérique « Palm I ».
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des valeurs d’ICsy souvent de I’ordre de la dizaine de nanomolaires, pour les meilleurs inhibi-
teurs. Les dérivés d’isothiazole présentent un mode de fixation original puisqu’une liaison
covalente (pont disulfure) est créée entre 1’atome de soufre d’une forme ouverte de
I’isothiazole et la cystéine 366 [215]. Outre les benzothiadiazines mentionnées ci-dessus, un
inhibiteur se fixant sur le site « Palm I » et dont la structure n’est pas révélée a ce jour est ac-

tuellement en cours de tests précliniques : il s’agit d’IDX375 (Idenix Pharmaceuticals).

1.3.3 Inhibiteurs du site allostérique « Palm II/III »

En partie superposé au site « Palm I », le site « Palm II » n’admet que trés peu de mo-
lécules comme ligands. Des dérivés de benzofurane constituent les principaux substrats, dont
un représentant découvert par ViroPharma, HCV-796 (ICsy = 40 nM), est entré en phase II de
tests cliniques, avant d’étre retiré pour des problémes de toxicité [216,217]. Si des analogues
tricycliques ont été synthétisés et brevetés récemment [218], trés peu de composés de cette
classe ont été rapportés au final. Plus récemment, une autre famille de substrats a été décou-
verte : il s’agit de dérivés d’oxyfluorobenzamides. Ces composés se fixent au niveau du site
« Palm II », mais une partie de la molécule atteint une autre poche jusqu’ici inexplorée que les
auteurs nomment « Palm III », bien qu’elle soit & proximité directe des deux sites allosté-
riques associés [219]. Cette derniére famille n’a pas mené a plus de développements pour le

moment et reste peu efficace, comparée a d’autres classes d’inhibiteurs (Figure 21).

1.3.4 Inhibiteurs du site allostérique « Thumb I »

Le site « Thumb I », formant une poche hydrophobe relativement ¢éloignée du site actif
de la protéine, a été exploité dés le début des années 2000. A partir de composés identifiés par
des screenings a grande échelle, notamment réalisés par les sociétés Boehringer et Japan To-
bacco, la famille des benzimidazoles a été étudiée de maniere intensive depuis lors. Les pre-
miers ¢léments de relation structure-activité ont permis de dessiner un profil de substitution
minimal : la présence d’un acide carboxylique en position 5, 1’alkylation de I’un des atomes
d’azote par un groupement cyclohexyle, ou encore I’introduction de différents cycles aroma-
tiques, notamment phényle et furyle, en position 2, ont montré des effets bénéfiques pour
I’activité [220]. Des études plus poussées ont ensuite cherché a optimiser les groupements
présents en positions 2 et 5. Ceci a conduit a I’apparition de dérivés plus travaillés, compor-
tant soit un motif polycyclique en position 2 [221], soit une chaine alkyle complétée par un

groupement aromatique et liée par une liaison amide en position 5 [222,223].
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Figure 21. Structures de dérivés provenant de deux familles chimiques utilisés comme inhibiteurs de la polymé-

rase NS5B et se fixant sur le site allostérique « Palm II ».
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Figure 22. Structures de dérivés de type benzimidazoles et dérivés utilisés comme inhibiteurs de la polymérase

NS5B et se fixant sur le site allostérique « Thumb I ».
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La transposition du squelette benzimidazole a un squelette indole a permis de déplacer
le cyclohexyle en position 3 et de greffer de nouveaux substituants dérivés de type acétamide
sur ’atome d’azote [224,225]. Ces modifications ont mené a 1’identification du premier déri-
vé a activité nanomolaire in vitro (ICso = 4 nM) [226]. Enfin, des composés plus complexes
tétra- ou pentacycliques ont plus récemment vu le jour, et ont mené a I’amélioration simulta-
née de I’activité des composés et des parameétres pharmacocinétiques associés [227,228]. La
phase I de tests cliniques du composé tétracyclique MK-3281 a d’ailleurs récemment été
achevée [229] (Figure 22). Il est a noter qu’un autre dérivé de benzimidazole de structure in-
connue se trouve actuellement en phase II de tests cliniques : il s’agit de BI207127, développé
par Boehringer Ingelheim. Des dérivés de la famille des benzimidazoles ont également été
développés, notamment des pyrazolo[1,5-a]pyrimidines [230], des quinoxalines [231], et des
acides pyrazolylméthylacryliques [232]. Ces composés tentent de mimer le profil de substitu-
tion des benzimidazoles tout en proposant un noyau hétérocyclique alternatif. Peu d’exemples
ont été rapportés, mais des valeurs d’ICs, intéressantes ont été atteintes par certains représen-

tants de ces familles (Figure 23).
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Figure 23. Structures de dérivés provenant de diverses familles chimiques utilisés comme inhibiteurs de la po-

lymérase NS5B et se fixant sur le site allostérique « Thumb I ».

1.3.5 Inhibiteurs du site allostérique « Thumb II »

Le site allostérique « Thumb II » est une fissure étroite mais longue a la surface de la

protéine qui admet de nombreuses classes de ligands. Identifiés par Shire Biochem via un
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screening, des dérivés de thiophéne comportant un acide carboxylique en position 2 et un
groupement aromatique en position 5 ont été générés afin d’optimiser leurs activités [233]. Si
les premiéres études ont mené a la découverte du potentiel de groupements 3-sulfonyle ou 3-
amido, le dérivé le plus actif posseéde en position 3 un groupement 2-cyclohexylpyridin-3-yle,
et affiche un ICsy d’une vingtaine de nanomolaires [234]. Le VCH-916 (Vertex Pharmaceuti-

cals) fait partie de cette famille de thiophénes et se trouve actuellement en phase I de tests
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Figure 24. Structures de dérivés provenant de diverses familles chimiques utilisés comme inhibiteurs de la po-

lymérase NS5B et se fixant sur le site allostérique « Thumb II ».
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cliniques, tout comme le dérivé VCH-759 dont la structure n’est pas connue. Un autre ana-
logue, le VCH-222, est maintenant entré en phase II. Une famille de pyranoindoles a égale-
ment été étudiée [235]. L’influence de la nature de 1’hétéroatome sur I’indole de départ et de
la taille du cycle accolé ont fait I’objet d’investigations, mais c’est la substitution du noyau
indole, notamment par des groupements halogéno ou cyano, qui a particuliérement concentré
I’attention des chimistes, et mené aux dérivés les plus actifs (ICso = 2 nM) [236,237]. Des
dérivés de dihydropyranones ont montré des activités similaires, notamment par 1’introduction
d’un groupement triazolo[1,5-a]pyrimidine et d’un centre chiral portant un cyclopentyle et
une chaine carbonée [238]. Des groupements meta-éthyle ou para-hydroxyméthyle sur le
cycle aromatique ont en outre présenté des activités intéressantes de 1’ordre du nanomolaire
[239]. Un analogue pyridinique, le Filibuvir, développé par Pfizer, est actuellement en phase

II d’essais cliniques.

D’autres familles d’inhibiteurs moins prometteuses ont été identifiées, avec souvent
peu de structures testées et/ou des activités médiocres. C’est le cas des benzo[de]isoquinolines
qui, si elles atteignent des ICs inférieurs a 20 nM, n’ont pas fait 1’objet de développements
ultérieurs [240]. La famille des thiazolones a été plus approfondie, mais n’a pas révélé un po-
tentiel d’inhibition suffisant pour le lancement de tests précliniques (ICso = 600 nM pour le
composé¢ le plus actif) [241]. C’est également le cas pour les dérivés de phénylalanine synthé-
tisés dans le cadre de I’inhibition de NS5B. Identifiés par Shire Biochem en 2003, ces compo-
sés ont ét¢ optimisés au fil de différents travaux publiés la méme année, mais aucune molé-
cule de la famille n’a atteint un ICso inférieur a 700 nM [242]. Enfin, des dérivés d’acide bro-
moanthranilique ont montré des activités autour de 100 — 300 nM au cours d’une étude pu-

bliée en 2008 (Figure 24) [243].

Les aurones, et plus généralement les flavonoides, n’ont en revanche jamais été identi-
fiés comme de potentiels inhibiteurs de la polymérase NS5B du VHC. Sur la base d’un
« hit », ’aurone naturelle auréusidine, nous avons donc entrepris la synthése de plusieurs gé-
nérations de dérivés d’aurone ainsi que leur évaluation biologique et 1’étude de leurs interac-

tions avec 1’enzyme.
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Chapitre 2. Synthese des aurones inhibitrices

2.1 CONCEPTION

La méthode de synthése des dérivés d’aurones présentée au point 1.4.4 de la Partie 1
est utilisée depuis plusieurs années au laboratoire ou s’est développée une réelle expertise. En
outre, si cette voie de synthése n’est pas forcément celle qui conduit aux meilleurs rende-
ments, elle a été éprouvée avec des substitutions extrémement différentes et permet un ajus-
tement facile des conditions de réaction (en milieu acide, basique, supporté, sous micro-
ondes) suivant la fragilité et la solubilité des réactifs mis en jeu. Elle peut donc mener a une
diversité structurale importante. Au cours de ce travail nous avons par conséquent opté pour
I’utilisation de cette condensation d’un benzaldéhyde sur des dérivés de benzofuran-3(2H)-
one pour la syntheése des inhibiteurs. Les structures synthétisées ont été choisies en premier
lieu en fonction de la structure du « hit » de départ, et ensuite par relations structure-activité
successives. Dans un souci de simplicité, les molécules préparées comportent dans la mesure
du possible des substituants provenant de benzaldéhydes commerciaux. Enfin, le docking mo-
léculaire a constitué une aide continue a la décision et nous a permis d’éliminer directement
certaines structures identifiées par modélisation comme inadaptées (quelques résultats obtenus

par docking sont par ailleurs présentés au point 4.2 de cette partie).

2.2 SYNTHESE DES PRECURSEURS D’AURONE

La voie synthétique choisie pour la synthése des dérivés d’aurone nécessite deux par-
tenaires mis en réaction lors de I’étape finale de condensation : il s’agit d’'un benzofuran-
3(2H)-one et d’un benzaldéhyde. Si les benzaldéhydes substitués commerciaux sont dispo-

nibles en grand nombre, ce n’est pas le cas des dérivés de benzofuran-3(2H)-one que nous
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avons préparé au laboratoire. Suivant les substitutions envisagées, les voies de synthése de ces

composés different.

2.2.1 Syntheése de la 6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (2a) et de la
4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (2b)

Développée au laboratoire, la méthode de préparation des composés 2a et 2b consiste
en premier lieu en une réaction de Houben-Hoesch sur le phloroglucinol ou le résorcinol, a
I’aide de chloroacétonitrile en présence de chlorure de zinc(Il) dans I’éther saturé par I’acide
chlorhydrique [244]. L’iminium ainsi formé est ensuite hydrolysé dans une solution d’acide
chlorhydrique 1 N a reflux, et le produit est cyclisé en milieu basique a I’aide de méthanolate
de sodium dans le méthanol a reflux. Cette voie de synthése ne mene pas a d’excellents ren-
dements mais permet d’éviter toute purification puisque les composés 1a, 1b, 2a et 2b cristal-

lisent tous en fin de réaction et se révelent suffisamment purs pour une utilisation directe.

1) CICH,CN
HO OH ZnCly Et,O  HO OH NaOMe HO o)
HCIl (g), 0 °C MeOH
2) HCI, H,O Cl 65 °C
X 100 °C X O x O
X=H résorcinol X=H 1a (19%) X=H 2a (80%)
X=0H phloroglucinol X=0H 1b (56%) X=0H 2b (82%)

Schéma 6. Voie de synthése des synthons 2a et 2b via une réaction de Houben-Hoesch suivie dune hydrolyse et

d’une cyclisation en milieu basique.

1) CICH,CN
HO OH ZnClZ, Etzo HO (@)
HCI (g), 0 °C
2)H,0, 5 h Y
OH 100 °C OH
phloroglucinol 2b (84%)

Schéma 7. Voie de synthese alternative du synthon 2b via une réaction de Houben-Hoesch immédiatement sui-

vie d’un traitement aqueux a reflux.

Le composé 2b a également ¢été obtenu par traitement direct de I’iminium dans I’eau a
reflux pendant 5 heures. Sans ajout d’acide ou de base, I’iminium est alors hydrolysé et cycli-
s€ en « one pot » et le produit 2b cristallise aprés retour a température ambiante. Cette mé-

thode alternative simplifie la voie de synthese et conduit a des rendements plus élevés (84% a
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partir du phloroglucinol). Elle n’a toutefois pas été¢ expérimentée sur d’autres substrats comme

le résorcinol.

2.2.2 Syntheése de la 4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (5a) et de la 5-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one (5b)

La régiosélectivité de la réaction de Houben-Hoesch dans la synthése précédente ne
permet pas d’accéder facilement au composé 5a. En revanche, elle parait compatible a priori
avec la préparation du composé Sb, mais la réaction de 1’hydroquinone avec le chloroacétoni-
trile dans les conditions décrites précédemment n’a pas mené au produit attendu. Pour ces
deux composés Sa et Sb, nous avons donc eu recours a une autre voie de synthése. Celle-ci
implique la protection préalable d’un dérivé de 2’-hydroxyacétophénone par des groupements
acétyles, sa bromation en a du carbonyle par le tribromure de triméthylphénylammonium
(PTT, un réactif qui permet I’introduction d’un atome de brome sélectivement dans cette posi-
tion) et sa cyclisation en milieu basique. Ce schéma réactionnel méne a la formation de nom-
breux sous-produits a chaque étape. Néanmoins, les bruts de réaction sont & chaque fois mis
en jeu directement, et seule I’étape finale donne lieu a une purification par chromatographie
sur colonne. Si la bromation directe de dihydroxyacétophénones (notamment 2°,4’- et 2°,5’-
dihydroxylées) a été rapportée en utilisant le bromure de cuivre(Il) [139], des essais sur la

2’,6’-dihydroxyacétophénone avec ce réactif ont irrémédiablement conduit a une bromation

OH OAc PTT OAc KOH o)
Ac,0 _THF MeOH
Y 140°C Y 25°C Y Br 65°C Y
X O X O x O

X=0H,Y=H X=0Ac,Y=H X=0Ac,Y=H X=0OH,Y=H
X=H,Y =OH 3a (94%) 4a 5a (37%, 2 ét.)
X=H,Y=0Ac X=H,Y =0Ac X=H,Y=0H
3b (58%) 4b 5b (18%, 2 ét.)
OH CuBr, OH
AcOEt, CHCI,
80 °C Br
OH O OH O
6

Schéma 8. Voie de synthése des synthons Sa et Sb via une protection de I’acétophénone de départ, une broma-
tion en a du carbonyle puis une déprotection-cyclisation en milieu basique. Obtention du composé 6 par broma-

tion directe avec le bromure de cuivre(Il).
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en position 3’ de I’acétophénone (composé 6). Ceci peut sans doute étre imputé a I’activation

de cette position 3’ par les deux groupements phénols en ortho et para.

2.2.3 Synthese de la 4,6-diméthoxybenzofuran-3(2H)-one (7a) et de
la 4,6-dibenzyloxybenzofuran-3(2H)-one (7b)

La méthylation et la benzylation de la 4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one 2b ont été
réalisées en utilisant des conditions décrites dans la littérature [245]. Le composé 7a a été
préparé par 1’action de sulfate de diméthyle sur le composé 2b, dans le diméthoxyéthane et en
présence de carbonate de potassium. Ces conditions ont mené a un meilleur rendement que
I’utilisation préalable d’iodure de méthyle dans le DMF (67% contre 56%) [120]. Le composé
7b a été synthétisé via une réaction de 2b dans les mémes conditions avec le bromure de ben-
zyle. La formation d’une fraction de sous-produits C-benzylés a conduit a un rendement net-

tement plus faible pour cette réaction (31%).

Me,SO, BnBr
MeO 0 KS“CA(és HO 0 KSI\CA%’ BnO 0
85 °C 25°C
OoMe © oH © oBn ©
7a (67%) 2b 7b (31%)

Schéma 9. Voie de synthése des synthons 7a et 7b a partir de 2a via une alkylation en milieu basique.

2.2.4 Synthese de la 4,6-difluorobenzofuran-3(2H)-one (9) et de la 4-
fluorobenzofuran-3(2H)-one (11)

Les synthons fluorés 9 et 11 ont été préparés suivant les méthodes proposées par
Brehm et al. en plusieurs étapes [246]. En ce qui concerne le composé 9, la synthése débute
par la réaction du 3,5-difluorophénol avec ’acide chloroacétique en présence de soude. Le
chlorure d’acyle formé in sifu par I’action du chlorure de thionyle sur I’acide 8 obtenu est
ensuite cyclisé par une réaction de Friedel-Crafts avec du chlorure d’aluminium, pour donner
le composé 9 avec des rendements moyens. Le synthon 11 est préparé par une voie différente,
proche de celle utilisée pour synthétiser les composés Sa et Sb. En effet, a partir de la 6’-
fluoro-2’-hydroxyacétophénone, un atome de brome est introduit en o du carbonyle par
’utilisation du bromure de cuivre(Il) dans un mélange de chloroforme et d’acétate d’éthyle a

reflux. Le composé 10 ainsi obtenu est alors cyclisé en milieu basique. L’ utilisation de carbo-

87



PARTIE 3. INHIBITION DE LA POLYMERASE DU VHC PAR LA FAMILLE DES AURONES

o)
F OH CICH,CO,H F o) 1) SOCl, F 0
NaOH, H,0 JkOH PhMe, 110 °C
100 °C 2) ACl,
F F CH,Cl, 40 °C F O
8 (52%) 9 (21%)
OH CuBr, OH Ko,CO3 0
AcOEt, CHCI, DMF
80 °C Br 0°C
F O F O F O
10 (61%) 11 (86%)
K,CO;
MeZCO
25°C
O OH
F O
12

Schéma 10. Voie de synthése du synthon 9 via une substitution nucléophile permettant 1’introduction d’un acide,
la formation d’un chlorure d’acyle, et une réaction de Friedel-Crafts ; voie de synthése du synthon 11 via une

bromation en a du carbonyle et une cyclisation en milieu basique.

nate de potassium dans I’acétone, pourtant décrite par Brehm, meéne cependant a une conden-
sation inopportune du composé 11 formé avec 1’acétone, pour donner le composé 12. Le rem-

placement de 1’acétone par le DMF conduit a la formation du dérivé 11 désiré.

2.2.5 Synthese du 4-cyclohexylbenzaldéhyde (13), du 4-N-méthyl-
pipérazinylbenzaldéhyde (14) et du benzimidazole-5-
carboxaldéhyde (16)

Si la plupart des dérivés de benzaldéhyde utilisés dans cette étude sont disponibles
commercialement, trois d’entre eux ont du étre synthétisés avant leur mise en réaction avec un
benzofuran-3(2H)-one. Le composé 13 a été préparé par une réaction de Duff sur le cyclo-
hexylbenzene en présence d’héxaméthylenetétramine (HMTA) dans le TFA a reflux, avec un

rendement faible. Le composé 14 a été synthétisé par le biais d’une substitution nucléophile
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de N-méthylpipérazine sur le 4-fluorobenzaldéhyde en milieu basique dans le DMF a reflux.
Il a été obtenu avec un rendement de 46%. Enfin, la préparation du composé 16 a été réalisée
en deux étapes : en premier lieu une réduction de I’acide carboxylique correspondant en al-
cool 15 par I’action de LiAlH4 dans le THF a température ambiante ; puis une réoxydation
partielle en aldéhyde 16 en présence de dioxyde de manganése(Il) dans le dichlorométhane a

température ambiante.

CHO
CHO
CHO N-méthyl-
HMTA pipérazine
TFA K,CO3 DMF
N
70 °C 150 °C [ ]
F N
|
13 (11%) 14 (46%)
0
HO)UN> LiAIH, THF Ho/\©:N\> MnO, CH,Cl, OHC\©:N>
N 25°C N 25 °C N
H H H
15 (55%) 16 (89%)

Schéma 11. Voie de synthése des aldéhydes 13, 14 et 16, respectivement par formylation (réaction de Duff),

substitution d’un fluor par une N-méthylpipérazine, et réduction suivie d’une oxydation ménagée.

2.3 SYNTHESE DES AURONES

2.3.1 Synthese des aurones hydroxylées portant au maximum un

groupement phénol par cycle

La condensation directe en milieu basique de dérivés monohydroxylés de benzofuran-
3(2H)-one (comme les synthons 2a, 5a et 5b) et de benzaldéhyde est possible. Dans un mé-
lange de potasse aqueuse (50%) et de méthanol, la réaction est menée a reflux pendant un
temps tres variable, de 2 heures a une nuit. Apreés une extraction a 1’acétate d’éthyle, le pro-
duit est purifié par recristallisation dans 1’acétonitrile (identifi¢ comme meilleur solvant de
recristallisation apres plusieurs tentatives) ou par chromatographie sur colonne de gel de si-
lice. La présence de plusieurs groupements phénols sur un méme cycle mene en revanche au
noircissement du milieu réactionnel et a la récupération d’'un mélange de dégradation. Il est

alors nécessaire d’utiliser d’autres méthodes, présentées au point 2.3.3.
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KOH/H,O
Re O AN MeOI—zl
- | —R -
Rs OHC = 65 °C
R4
R4=R5:H,R6:OH R4:R5:H,R6:OH
2a 17 (25-86%)
R4=OH,R5=R6=H R4=OH,R5=R6=H
5a 18 (28-76%)
R, = Rg = H, Rg = OH R, = Rg = H, Rg = OH
5b 19 (17%)

Schéma 12. Méthode de préparation des dérivés d’aurone 4-, 5- ou 6-hydroxylés par condensation aldolique en

présence de KOH aqueux et de méthanol, a reflux.

Composé R Rendement Composé R Rendement
17a 2’-OH 25% 18¢g 2°.4°,6’-triOMe 78%
17b 3’-OH 86% 18h 4’-Et 50%
17¢ 4’-OH 77% 18i 4’-i-Pr 44%
18a 2’-OH 28% 18j 4’-n-Bu 56%
18b 3’-OH 55% 18k 4’-t-Bu 61%
18¢ 4’-OH 37% 181 4’-N-MePpz 71%
18d 2’,4’-diMe 76% 18m 2’-F 30%
18e 2’.4’-diOMe 76% 18n H 72%
18f 2°,6’-diOMe 34% 19 4’-OH 17%

Tableau 1. Liste des dérivés d’aurone 4-, 5- ou 6-hydroxylés préparés suivant la méthode présentée ci-dessus, et

rendements associés.

2.3.2 Synthese des aurones polyméthoxylées

La préparation des dérivés d’aurone portant des groupements méthoxyles ou benzy-
loxyles, notamment en positions 4 et 6, est réalisée a partir des synthons 7a et 7b respective-
ment. Dans ce cas la réaction est menée a température ambiante pendant environ une heure,
en présence d’un équivalent de benzaldéhyde et d’un mélange d’une solution de potasse
aqueuse (50%) et de méthanol. En général aprés quelques minutes le produit commence a
cristalliser : ce dernier est récupéré par filtration a la fin de la réaction. Il est ensuite le plus
souvent recristallisé dans le méthanol. Dans le cas de la syntheése de dérivés A-méthoxylés et
B-hydroxylés, le chauffage du milieu a reflux s’avere nécessaire pour compléter la réaction.
Une extraction par 1’acétate d’éthyle doit alors précéder la recristallisation dans le méthanol.
Les composés 4,6-diméthoxylés préparés via cette méthode sont numérotés 20, et sont présen-

té dans le Tableau 2.

90



CHAPITRE 2. SYNTHESE DES AURONES INHIBITRICES

KOH/H,O
MeO o N MeOH
" | R 25 °C
OHC 2 Ou
OMe O 65°C OMe O
7a 20 (51-91%)

Schéma 13. Méthode de préparation des dérivés d’aurone 4,6-diméthoxylés par condensation aldolique en pré-

sence de KOH aqueux et de méthanol, a 25 °C ou a reflux.

Composé R Rendement Composé R Rendement
20a 2’-OH 51% 20f 4’-c-Hx 78%
20b 3’-OH 76% 20g 2’,4’-diOMe 91%
20c 4’-OH 63% 20h 3’,4’-diOMe 83%
20d 2’ 4’-diMe 86% 20i 4-F 64%
20e 4’-n-Bu 75% 20j H 61%

Tableau 2. Liste des dérivés d’aurone 4,6-diméthoxylés préparés suivant la méthode présentée ci-dessus, et

rendements associés.

2.3.3 Synthese des aurones polyhydroxylées

Comme indiqué au point 2.3.1, il n’est pas possible d’appliquer les conditions réac-
tionnelles menant a la synthése des composés 17, 18 et 19 a des dérivés comportant plusieurs
groupements phénols par cycle. Plusieurs stratégies ont donc €té mises en place afin d’obtenir
ces composés dans des conditions différentes. Trois méthodes ont été développées : la réac-
tion du composé polyméthoxylé correspondant avec du tribromure de bore (méthode A) ; une
condensation dans 1’éthanol en présence de potasse concentrée (méthode B) ; et une conden-
sation dans le méthanol en présence d’acide sulfurique concentré (méthode C). L’utilisation
de tribromure de bore dans le dichlorométhane a constitué la méthode la plus employée et qui
a fourni les meilleurs rendements, malgré des temps de réaction parfois assez longs. Si la con-
densation en milieu de potasse aqueuse (50%) et d’éthanol dans un rapport 2/1 a reflux a per-
mis d’obtenir directement le composé polyhydroxylé, sans passer par I’intermédiaire mé-
thoxylé, elle méne a des rendements souvent bien plus faibles (voir également le point 2.3.5).
C’est également le cas de la troisiéme voie de synthése qui n’a été utilisée que pour la prépa-
ration de la 4,6,4’-trihydroxyaurone, dans un mélange d’acide sulfurique concentré (1 équiva-
lent) et de méthanol a reflux. Les différents composés polyhydroxylés 21 synthétisés durant
cette étude, ainsi que le composé 180, sont résumés dans le Tableau 3. Ils sont accompagnés

d’une lettre indiquant la méthode employée pour leur préparation.
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BBr3

MeO CH,Cl,

0-25°C
Méthode A

20 21 (33-66%)

KOH/H,0

HO 0 N EtOH (2/1)
" | R 80 °C

OH o) OHC Meéthode B

2b 21 (49-64%)

OH

H,SO

HO 0 OH  MeOH
" /©/ 65 °C
OH o) OHC Méthode C

2b

18e 180 (61%)

Schéma 14. Méthode de préparation des dérivés d’aurone polyhydroxylés par déprotection des analogues mé-
thoxylés avec le tribromure de bore (méthode A) ; condensation aldolique en présence de KOH aqueux concen-
tré et d’éthanol a reflux (méthode B) ; condensation aldolique en présence de H,SO,4 concentré et de méthanol a

reflux (méthode C).

Composé R Rendement Composé R Rendement
180 2’.4’-diOH 61% (A) 21f 3’-OMe, 4-OBn 64% (B)
21a 2’-OH 66% (A) 21g 4’-n-Bu 52% (A)
21b 3’-OH 49% (B) 21h 4’-c-Hx 64% (A)
21c 4’-OH 17% (C) 21i 4’-F 50% (A)
21d 2’,4’-diOH 58% (A) 21j H 33% (A)
21e 3°,4’-diOH 61% (A)

Tableau 3. Liste des dérivés d’aurone polyhydroxylés préparés suivant I’'une des méthodes présentées ci-dessus,

et rendements associés (lettre indiquant la méthode employée entre parentheses).
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2.3.4 Synthése des aurones hydrophobes et fluorées.

La synthése des composés polyfluorés a partir des synthons 9 et 11, sensibles en mi-
lieu basique fort, n’a pas pu étre effectuée avec ’une des méthodes présentées ci-dessus. En
effet, en présence d’un mélange de potasse et de méthanol, le méthanolate de potassium formé
in situ conduit a I’attaque des positions fluorées et a la substitution par des groupements mé-
thoxyles. Nous avons donc utilisé la méthode réactionnelle décrite par Varma et al., supportée
sur alumine neutre dans le dichlorométhane a température ambiante [118]. Cette méthode tres
douce a permis d’obtenir les dérivés 22 et 23. Deux composés particulierement hydrophobes
et donc difficilement solubles dans le méthanol ont également été préparés via cette méthode.

11 s’agit des dérivés 24 et 25.

Re o “ AI2%3H(2nglztre) Re
+ | —R -
OHC ¥ 25°C
R4
Rs=F,Rg =H Rs=F,Rg=H
11 22 (48-83%)
Ry=F, Rs=F Ry=Rg=F
9 23 (56%)
R4=R6=OBn R4=R6=OBn
7b 24 (43%)
Ry=Rg=H R, =Rs=H
benzofuran- 25 (44%)
3(2H)-one

Schéma 15. Méthode de préparation des dérivés d’aurone fluorés et hydrophobes 22, 23, 24 et 25 par condensa-

tion aldolique supportée sur alumine neutre dans le dichlorométhane.

Composé R Rendement Composé R Rendement
22a 2’°,4°-diF 83% 23 4’-n-Bu 56%
22b 2’,4’-diOMe 53% 24 4’-c-Hx 43%
22¢ 4’-n-Bu 48% 25 4’-n-Bu 44%

Tableau 4. Liste des dérivés d’aurone fluorés et hydrophobes préparés suivant la méthode présentée ci-dessus, et

rendements associés.

2.3.5 Synthese des aurones B-hétérocycliques

Enfin, la méthode B présentée au point 2.3.3 a été mise a profit pour la synthése

d’analogues originaux dont le cycle B a été remplacé par un hétérocycle a cinq chainons. Ain-
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si, les composés 26, regroupant des dérivés de furane, de pyrrole, d’imidazole et de benzimi-
dazole, ont été obtenus dans des conditions basiques fortes en présence de potasse et d’éthanol

a reflux, a partir des aldéhydes hétérocycliques correspondants (notamment 1’aldéhyde 16).

HO KOH/H,0 HO
0 EtOH (2/1) o _ A
+  ArCHO
80 °C
oH © oH ©
2b 26 (43-83%)

Schéma 16. Méthode de préparation des dérivés d’aurone B-hétérocycliques 26 par condensation aldolique en

présence de KOH aqueux concentré et d’éthanol a reflux.

Composé Ar Rendement Composé Ar Rendement
N
26a D 83% 26d [ » 43%
aYe - N
H
N OH N\>
26b | 53% 26e 75%
e -7 N
H
0
26¢ -7 >N 56%
Me

Tableau 5. Liste des dérivés d’aurone B-hétérocycliques préparés suivant la méthode présentée ci-dessus, et

rendements associés.

Ces dérivés ont constitué plusieurs générations possédant des caractéristiques physico-
chimiques différentes (composés polyhydroxylés, fluorés et méthoxylés, hydrophobes, hété-
rocycliques, etc.), et leur évaluation biologique a été entreprise au fur et mesure, pour chaque
génération, afin de permettre 1’établissement de relations structure-activité successives. Les
résultats et analyses de ces tests, ainsi que des travaux supplémentaires de mutagénése et de

modélisation moléculaire sont décrits dans les chapitres suivants.
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Chapitre 3. Evaluations biologiques et éléments de

relation structure-activité

3.1 PROCEDE D’EVALUATION BIOLOGIQUE DES AURONES

Les mesures de D’activit¢ d’inhibition de NS5B des composés ont été réalisées a
I’Hopital Henri Mondor (INSERM) a Créteil par le Dr. Abdelhakim Ahmed-Belkacem, dans
I’équipe du Pr. Jean-Michel Pawlotsky. Les essais ont ét€ menés sur une enzyme purifiée ex-
primée chez Escherichia coli, amputée des 21 derniers acides aminés de la séquence afin de
garantir sa solubilit¢ (NS5B21). Le test d’activité des composés consiste en la mesure de la

quantité d’ARN double brin synthétisé in vitro par ’enzyme en présence des inhibiteurs.

3.2 RESULTATS IN VITRO ET RELATIONS STRUCTURE-ACTIVITE

3.2.1 Premiére génération d’'inhibiteurs : relation structure-activité
préliminaire a partir de I'auréusidine

L’auréusidine (4,6,3’,4’-tétrahydroxyaurone, 21e) a constitué¢ le premier « kit » dans
cette étude, permettant I’identification du squelette des aurones comme potentiel inhibiteur de
la polymérase NS5B et ouvrant la voie a un nouveau sujet de recherche. Cette molécule per-
met I’inhibition de NS5B avec un ICsy de 5,4 pM. Des analogues hydroxylés dans les mémes
positions (qui sont les positions naturellement hydroxylées le plus fréquemment) ont alors été
préparés afin de déterminer les positions clés pour 1’activité. Des analogues 4,6-diméthoxylés,
utilisés comme intermédiaires de syntheése, ont également fait I’objet d’évaluations pour me-
surer I’impact des groupements méthoxyles par rapport aux phénols. Les résultats obtenus

pour ces composés préliminaires sont regroupés dans un tableau a double entrée, le Tableau 6.
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Tableau 6. Résultats initiaux pour 1’inhibition de NS5B et relation structure-activité des analogues 6-hydroxylés,

4-hydroxylés, 4,6-dihydroxylés ou 4,6-diméthoxylés de 1’auréusidine.

Les données rassemblées dans le Tableau 6 permettent de dégager une premicre ver-
sion de relation structure-activité. Il semble tout d’abord que I’¢limination du phénol en posi-
tion 4 meéne a des dérivés bien moins actifs (33,6% d’inhibition a 20 uM pour 21a contre
18,4% pour 17a ; ICso = 9,7 uM pour 21¢ contre supérieur a 20 uM pour 17¢). En revanche,
la position 6 peut étre hydroxylée ou non, méme si I’absence de phénol dans cette position
conduit a de meilleures activités (ICsop = 11,1 uM pour 18a contre plus de 20 uM pour 21a ;
ICsp = 5,9 uM pour 18¢ contre 9,7 uM pour 21¢). La méthylation des groupements phénols en
4 et 6 mene a des composés pratiquement inactifs (0,7% d’inhibition a 20 uM pour 20a contre
33,6% pour 21a ; ICsp > 20 uM pour 20¢ contre 9,7 uM pour 21¢). Au niveau du cycle B, la
position 4’ est la plus favorable pour positionner un phénol. L hydroxylation de la position 2’
conduit & des activités moindres, alors que la position 3’ s’avere étre tres défavorable pour

I’activité (ICso = 5,9 uM pour 18¢ contre 11,1 uM pour 18a et > 20 uM pour 18b).

3.2.2 Deuxieme génération d’inhibiteurs : affinement et introduction

de motifs méthoxylés et fluorés

Dans ’optique d’une meilleure compréhension des ¢léments structuraux déterminants

pour I’activité, une série de composés polyhydroxylés, méthoxylés et fluorés a été évaluée.
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Nous avons vu I’importance cruciale du phénol en position 4 et I’amélioration de I’activité
induite par I’introduction de groupements OH en 2’ et 4’. Nous avons constaté é¢galement la
perte de Pactivité lors de ’introduction de groupements méthoxyles en positions 4 et 6. Les

composés réunis dans le Tableau 7 nous ont permis d’affiner cette relation structure-activité

préliminaire.

Composé R, R; R¢ R, Ry Ry R¢ Lnl\}:[ (Oig 1Cso (UM)
18e OH H H OMe H  OMe H  75@3) 9,702
18f OH H H OMe H H  OMe 47@2) > 20
18¢ OH H H OMe H OMe OMe 52(1) n.d.
18m OH H H F H H H 585 n.d.
18n OH H H H H H H  57&3) 14,6 (£0,6)
180 OH H H OH H OH H 94@2 2601
19 H OH H H H OH H 462 > 20
21d OH H OH OH H OH H 816 5803
21e OH H OH H OH OH H 853 5403
21i OH H OH H H F H 802 11202
21j OH H OH H H H H  59&4 15107
22a F H H F H F H  10#2) > 20
23 F H F H H »nBu H 334 > 20

Tableau 7. Valeurs d’inhibition de NS5B des analogues d’aurone polyhydroxylés, méthoxylés et fluorés.

A partir de ces résultats, il est possible de déduire plusieurs points importants. La
combinaison des hydroxylations en position 2’ et 4> mene a deux dérivés plus actifs que les
analogues monohydroxylés (ICso = 2,6 uM pour 180 contre 5,9 et 11,1 uM pour 18¢ et 18a
respectivement ; ICso = 5,8 pour 21d contre 9,7 et > 20 uM pour 21c¢ et 21a respectivement),
ce qui confirme le potentiel de ces deux groupements pour 1’activité. Plus surprenant,
I’activité de 21d est 1égerement inférieure a celle trouvée initialement pour ’auréusidine 21e
(ICso = 5,8 contre 5,4 uM), ce qui suggere un effet positif du motif catéchol sur I’inhibition de
NS5B. Sur le cycle A, comme pour les dérivés méthoxylés 20a, 20b et 20¢, I’introduction
d’atomes de fluor semble nuire a 1’activité, comme le montrent les valeurs d’inhibition obte-
nues pour les dérivés 22a et 23 (ICsg de plus de 20 uM pour 22a contre 2,6 uM pour 180). En

revanche, les groupements fluoro sur le cycle B laissent supposer qu’il est possible
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d’introduire également des substituants hydrophobes, notamment en position 4’ (ICsy tres
proches de 11,2 uM pour 21i et de 9,7 uM pour 21¢). C’est €galement le cas pour des dérivés
B-méthoxylés, notamment pour 18e qui conserve de bonnes valeurs d’inhibition (ICso = 9,7
uM contre 2,6 uM pour 18a). L’activité résiduelle de composés non substitués sur le cycle B
confirme que les groupements phénols ne représentent pas une nécessité sur ce cycle (ICsp =
14,6 uM pour 18n, 15,1 uM pour 21j). Enfin, il est a noter que ’hydroxylation de la position

5 ne conduit pas a une amélioration de 1’activité (ICsy > 20 uM pour 19).

3.2.3 Troisieme génération d’inhibiteurs : exploration de la piste hy-

drophobe en position 4’

Les éléments structuraux identifiés précédemment nous ont amené a envisager
I’introduction de nouveaux groupements hydrophobes en position 4°. En effet, les groupe-
ments fluoro et méthoxyles ont montré des effets intéressants sur I’activité dans cette position.
De nouveaux analogues ont donc été synthétisés dans cette optique et afin de mesurer la tolé-
rance stérique sur cette position et son impact sur 1’activité. Les résultats obtenus sont résu-

meés dans le Tableau 8.

Composé Ry R¢ Ry R; Ry Ell\}jl, (02A>(; ICso (UM)
18d OH H Me H Me 64(x1) 58(x02)
18h OH H H H Et 46 (£2) > 20
18i OH H H H i-Pr 30 (£2) > 20
18j OH H H H n-Bu 42 (£ 1) > 20
18k OH H H H t-Bu 61 (£2) n.d.
18l OH H H H N-Me-Ppz 94 (£3) 3,8
20d OMe OMe Me H Me 14 (£3) > 20
20e OMe OMe H H n-Bu 3(&2) > 20
20f OMe OMe H H c-Hx 21 > 20
21f OH OH H OMe OBn 89 n.d.
21g OH OH H H n-Bu 93*4) 2,5x0,0)
21h OH OH H H c-Hx 92 (x2) 2,3(£02)
25 H H H H n-Bu -34 (£3) > 20

Tableau 8. Valeurs d’inhibition de NS5B des analogues d’aurone portant un groupement hydrophobe.
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La tres faible activité des dérivés 20d, 20e et 20f confirme les mauvais résultats obte-
nus avec la présence d’un noyau A 4,6-diméthoxylé (ICso > 20 uM pour les trois composés).
En revanche, les composés hydroxylés sur le cycle A présentent des activités intéressantes. Si
les inhibiteurs 18h-k se révelent malgré tout peu actifs, les analogues 4,6-dihydroxylés con-
duisent a de bien meilleures valeurs d’inhibition, en particulier 21g et 21h qui permettent de
mettre au jour le potentiel de substituants hydrophobes volumineux comme le n-butyle ou le
cyclohexyle en position 4° (ICsp = 2,5 uM et 2,3 uM respectivement pour 21g et 21h, les
meilleures valeurs trouvées dans cette étude). Ces observations indiquent également que la
substitution 4,6-dihydroxyle peut se révéler finalement plus favorable que la substitution 4-
hydroxyle (ICsp = 2,5 uM pour 21g contre > 20 uM pour 18j). L’activité observée pour 18l
(ICsp = 3,8 uM) indique en outre une bonne tolérance pour des substituants volumineux con-
tenant des hétéroatomes. La modification du cycle A, et notamment 1’absence totale de substi-

tuants, meéne en revanche a une perte irrémédiable de ’activité (ICso > 20 uM pour 25).

3.2.4 Quatrieme génération d’'inhibiteurs : optimisation du cycle B et
dérivés hétérocycliques

L’exploration des possibilités de substitution des aurones en 4’ a permis de révéler la
grande tolérance stérique sur cette position au niveau de 1’activité. Avec ’aide du docking
moléculaire (décrit au point 4.2 de cette partie), nous avons donc entrepris une optimisation
du cycle B des aurones en le remplagant notamment par des motifs hétérocycliques : indole,
benzimidazole, imidazole, pyrrole, furane. Parmi ces structures, la modélisation moléculaire a
permis d’identifier le motif indole comme ayant le plus gros potentiel pour améliorer I’affinité
des aurones. Un branchement sur le noyau benzofuran-3(2H)-one par les positions 2 et 3 de

I’indole méne aux meilleures affinités observées in silico.

Le Dr. Wei Yi a donc réalisé au laboratoire la synthese de nombreux analogues indo-
liques ; pour ma part, j’ai mené les €études par docking moléculaire, identifié les structures
potentiellement intéressantes, et réalisé la synthése de quelques dérivés de type benzimida-
zole, imidazole, pyrrole et furane afin de vérifier leur potentiel in vitro. Ces composés n’étant
pour le moment pas encore testés sur NS5B, aucune relation structure-activité n’a pu étre dé-
gagée. Cependant, le (£)-2-((1-butyl-1H-indol-3-yl)méthyléne)-4,6-dihydroxybenzofuran-3-
(2H)-one a déja montré une activité intéressante, légérement supérieure aux composés testés
précédemment (ICsp = 2,2 uM), ce qui laisse a penser que des inhibiteurs submicromolaires

vont apparaitre parmi les aurones hétérocycliques synthétisées au laboratoire.
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3.3 RESULTATS PRELIMINAIRES SUR CELLULES ET CYTOTOXICITE

Quelques ¢études réalisées sur un modele de réplication cellulaire du VHC, le modé¢le
réplicon, ont permis de cerner le potentiel d’activité in cello de deux aurones par ailleurs iden-
tifiées comme actives in vitro sur I’enzyme isolée. Les activités des composés 18¢ et 21¢ ont

donc été déterminées et ces molécules ont montré des ICsg respectifs de 18 et 40 uM.

Par ailleurs, afin de vérifier si les aurones peuvent constituer une classe de molécules
exploitable pour le traitement de 1’hépatite C, des mesures de cytotoxicité ont été réalisées sur
quelques dérivés, parmi les plus actifs. Ainsi, les composés 18c, 180, 21d et 21e ont notam-
ment été évalués. Les résultats de ces tests de cytotoxicité sont présentés dans le Tableau 9,
accompagnés d’un index thérapeutique (I.T.) représentant le rapport entre les valeurs de CCs
(cytotoxicité) et d’ICso (mesuré sur enzyme isolée). Cet index atteint 100 pour le composé le
plus actif de 1’é¢tude (180), ce qui traduit une bonne sélectivité du composé. Par ailleurs, des
dérivés d’aurones présents dans cette étude ont déja été soumis a des tests de cytotoxicité et
de toxicité clinique lors de travaux précédents : ils n’ont pratiquement jamais fait preuve de

toxicité, sauf a des concentrations trés fortes [121].

Composé Structure CCsp (LM) ICso (uM) L.T.

18¢ 213 (£ 9) 5,9 (£0,3) 36
180 261 (+ 48) 2,6 (£0,1) 100
21d 292 (£ 89) 5,8 (£0,3) 50
21e 478 (£ 2) 54 (£0,3) 89

Tableau 9. Valeurs de cytotoxicité et index thérapeutiques des composés 18¢, 180, 21d et 21e.
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Chapitre 4. Etude des interactions aurones - NS5B

4.1 ETUDE PAR MUTAGENESE DIRIGEE

La protéine NS5B comporte un site actif ainsi que quatre sites allostériques, identifiés
par le biais de structures cristallographiques de complexes NS5B — inhibiteur. La découverte
du site de fixation des aurones revét pour nous un intérét majeur en 1’absence de telles struc-
tures : elle permet I'utilisation du docking moléculaire a la fois comme outil d’aide a la déci-
sion tout au long du processus de synthése des générations successives d’inhibiteurs, et
comme modélisateur des interactions protéine — inhibiteurs comme les liaisons hydrogeéne ou
les interactions de Van der Waals. Une ¢étude de mutagénese dirigée a donc été entreprise a
I’Hopital Henri Mondor a Créteil (INSERM) dans I’équipe du Pr. Jean-Michel Pawlotsky,

afin d’établir le site de fixation des aurones.

L’aurone 18¢ a été utilisée pour réaliser ces tests. Des mutants de I’enzyme, portant
des substitutions référencées au niveau des sites allostériques connus, ont été produits.
L’¢évaluation de I’ICsy de 18¢ contre les mutants M423T, C316Y, H95Q et P495L a permis de
déterminer 1’influence de la modification des sites respectifs « Thumb II », « Palm I », « Palm
IT » et « Thumb I » sur I’activité de 18¢ (ICsp = 5,9 uM avec NS5B sauvage) [247]. Si I’'ICs
n’augmente pratiquement pas pour les mutants H95Q (facteur 1,5), C316Y (facteur 0,8) et
M423T (facteur 0,7), il subit une augmentation importante d’un facteur 6,3 pour le mutant
P495L. Ce résultat, qui indique une fixation des aurones au site « Thumb I », doit étre consi-
déré comme une bonne indication, mais n’est cependant pas une preuve formelle. En
I’absence de structures cristallographiques, il représente néanmoins pour nous une hypothese
de travail acceptable pour les études de docking moléculaire. Les modifications d’ICsy mesu-

rées sont réunies en Figure 25.
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10

IC,, fold increase

. .

P495L H95Q C316Y mM423T

Figure 25. Modification de I’ICs, par rapport a la protéine NS5B sauvage obtenue avec 1’aurone 18c et les mu-
tants P495L, H95Q, C316Y et M423T. Ces mutations sont connues pour réduire la susceptibilité des inhibiteurs

des sites « Thumb I », « Palm II », « Palm I » et « Thumb II », respectivement.

4.2 ETUDE PAR DOCKING MOLECULAIRE

4.2.1 Introduction et principe général

Des ¢études de docking moléculaire ont été réalisées durant ce travail, afin d’atteindre
un double objectif : a la fois la compréhension des interactions ligand — récepteur qui gouver-
nent D’activité, et la prédiction du potentiel de nouvelles structures intéressantes par criblage
in silico. Avec les résultats de la mutagénese dirigée en main, nous nous sommes concentrés
sur I’interaction des aurones avec le site « Thumb I », constitué d’une double poche hydro-
phobe. Nous avons utilisé pour cela la structure cristallographique d’un complexe réunissant
NSS5B et un inhibiteur de type indole se fixant sur le site « Thumb I », et provenant de la litté-
rature [221]. Deux logiciels de docking moléculaire ont été utilisés : Autodock 4 et GOLD.
Ces logiciels permettent de rechercher les positions et orientations les plus favorables des li-
gands en interaction avec le récepteur cible, et d’évaluer I’énergie d’interaction de chaque
complexe. Selon un algorithme génétique de type lamarckien, qui comprend une optimisation
locale des populations obtenues par les cycles de génération darwiniens classiques, des poses

successives sont générées par rotations, translations ou torsions de liaisons de la pose précé-

102



CHAPITRE 4. ETUDE DES INTERACTIONS AURONES - NS5B

dente. Apres un certain nombre de cycles d’évolutions de la pose initiale, une pose finale est
générée, qui est celle dont I’énergie d’interaction avec le récepteur est la plus faible. Le pro-
cessus est répété plusieurs fois et mene a la création d’un nombre défini de poses optimisées,
réunies ensuite en clusters d’énergie et de conformation (pour Autodock) ou simplement affu-
blées d’un score calculé a partir de différents paramétres (pour GOLD). Ces poses obtenues
au final reflétent les conformations les plus probables qui peuvent étre rencontrées pour un
ligand, sur un récepteur donné. Des informations relatives aux liaisons hydrogéne formées

viennent compléter les valeurs d’énergie et les géométries obtenues [248].

L’utilisation du docking moléculaire a €té constante durant la production des généra-
tions successives de composés. Cet outil a joué le role d’appui a la relation structure-activité
classique en permettant de trier les propositions structurales prometteuses ou non. Néanmoins,
les géométries de poses obtenues pour de nombreux inhibiteurs dans cette étude ont manqué
de pertinence et d’homogénéité. Cela provient sans doute pour une grande partie de la petite
taille des composés, qui ne se sont pas révélés suffisamment affins pour le récepteur. Il est
donc difficile de tirer une corrélation claire entre la plupart des résultats de docking et les va-
leurs d’inhibition obtenues lors des tests biologiques. Cependant, parmi les composés les plus
actifs, se dessine une cohérence intéressante. Nous avons donc tout de méme mis a profit cet
¢lément pour utiliser le docking moléculaire sous deux angles différents : pour étudier les
géométries et interactions ligand — récepteur des composés les plus actifs d’une part ; et pour
tenter de prédire I’activité d’une petite banque de donnée de dérivés B-hétérocycliques que

nous avons imagin¢ d’apres les résultats antérieurs d’autre part.

4.2.2 Etude de la géométrie générale des aurones dans le site

« Thumb I » et de I'ancrage des cycles A et C

L’¢étude de la géométrie de fixation des aurones dans le site « Thumb I » s’est révélée
difficile pour les raisons citées ci-dessus. L’affinité relativement faible des composés étudiés
conduit a I’apparition de géométries hétéroclites en docking. Par exemple, des calculs sur le
composé 21h, qui est I’'un des plus actifs, ménent a des configurations trés différentes de
celles rencontrées pour d’autres composés voisins, comme 21g. De méme, les aurones ne
comportant qu’un groupement phénol sur le cycle A ont tendance a se fixer a plusieurs en-
droits différents de la poche hydrophobe pour former de nombreux petits clusters, qui ne re-
fletent probablement pas I’interaction réelle qui a lieu avec le récepteur. Cependant, une con-

formation privilégiée semble se détacher des calculs réalisés, et toucher une part importante
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des composés testés. Pour étudier la géométrie de fixation des aurones dans le site « Thumb
I », nous avons donc sélectionné les composés qui présentent cette conformation au sein de
leurs meilleurs clusters de poses. Ces molécules sont de diverses natures : polyhydroxylées,
méthoxylées, B-hydrophobes ou B-hétérocycliques, et incluent des composés testés ou non.

Dans cette étude, le logiciel Autodock 4 a été principalement utilisé.

Cluster le plus peuplé

(68 poses)
Cluster le moins énergétique
(-5,98 kcal/mol)

Figure 26. Pose obtenue par docking moléculaire du composé 21j (en rose) sur le site « Thumb I » de NS5B (en
vert). Trois liaisons hydrogene sont visibles en pointillés rouges entre le carbonyle de 21j et I’arginine 503, entre

le groupement 4-hydroxyle et I’arginine 503, et entre le groupement 6-hydroxyle et la glycine 493.

Les résultats des calculs d’amarrage moléculaire du composé 21j, dont le cycle B est
nu, ont en particulier permis de jeter les bases d’une hypothése de fixation probable des au-
rones dans le site « Thumb I ». Ce dernier, constitu¢é d’une double poche hydrophobe, pré-
sente a son entrée un résidu arginine 503 qui revét un role important dans I’ancrage des li-
gands de type indole ou benzimidazole, qui se fixent par des liaisons hydrogéne entre cette
arginine et le carbonyle en position 5 des inhibiteurs. Selon la géométrie la plus favorable en
docking, les aurones sont également ancrées sur cette arginine 503 par le biais de liaisons hy-
drogene avec le carbonyle et le phénol en position 4. Cet élément est tout a fait cohérent avec
la présence nécessaire pour ’activité d’un groupement hydroxyle dans cette position. Dans
cette configuration, le phénol en position 6 joue également un réle important : il permet la
formation d’une troisiéme liaison hydrogene aux abords de I’entrée du site, avec la glycine

493. Le cycle benzofuran-3(2H)-one est ainsi maintenu par trois interactions fortes a 1’entrée

104



CHAPITRE 4. ETUDE DES INTERACTIONS AURONES - NS5B

du site. Cela permet d’orienter favorablement le cycle B des aurones, qui se trouve a
I’intérieur du site « Thumb I ». Dans cette cavité peuvent se nouer des interactions de plu-
sieurs types, qui dépendent de la nature des substituants présents sur le ligand et ne paraissent

pas particulicrement fortes dans le cas de 21j, qui est par ailleurs un composé assez peu actif.

4.2.3 Etude des interactions particuliéres du cycle B des aurones avec

le site « Thumb I »

Dans le cas de substituants de type phénol sur le cycle B de ’aurone, les interactions
formées sont illustrées sur la Figure 27, qui regroupe des visualisations de poses pour les
composés 21a, 21¢, 21d et 21e. Outre les interactions décrites ci-dessus, ces poses révelent
I’importance cruciale des groupements phénol sur les positions 2’ et 4’. En effet, le composé
21¢, par exemple, donne lieu a la création d’une liaison hydrogeéne supplémentaire au fond de

la cavité entre le phénol en position 4’ et le carbonyle de la leucine 392. La présence d’un

68 poses
-5,14 kcal/mol

44 poses
-5,75 kcal/mol

55 poses
-5,75 kecal/mol

Figure 27. Poses obtenues par docking moléculaire des composés 21a (en bordeaux), 21c¢ (en violet), 21d (en
orange) et 21e (en magenta) sur le site « Thumb I » de NS5B (en vert). Outre les liaisons hydrogene précédem-
ment décrites, deux autres sont visibles en pointillés rouges entre différents groupements phénols présents sur les

aurones et les résidus histidine 428 et leucine 392.
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3’,4’-catéchol sur le composé 21e enrichit encore cette interaction via une chélation de la leu-
cine 392 par les deux groupements hydroxyles. Une autre liaison hydrogéne peut également
se former dans le cas d’un substituant 2’-hydroxyle, avec un atome d’azote de I’histidine 428,
comme observé lors des calculs sur le composé 21a. La combinaison de phénols en positions
2’ et 4°, comme sur le composé 21d, conduit en outre a la formation simultanée de ces deux
interactions. Enfin, I’orientation du cycle B de ces molécules varie considérablement selon sa
substitution, ce qui semble indiquer I’absence, ou une contribution mineure d’effets €lectro-

niques de type m-stacking.

L’introduction de substituants hydrophobes sur le cycle B des aurones permet para-
doxalement de conserver voire d’améliorer I’activité des composés. Pourtant, les liaisons hy-
drogéne décrites ci-dessus n’existent plus dans ce cas, et ce sont d’autres types d’interactions
qui prennent le pas. Les poses illustrées par la Figure 28 permettent de visualiser ces diffé-
rentes interactions dans le cas des composés 21g et 21i, ainsi que pour la 4,6-dihydroxy-

3°,4°,5’-triméthoxyaurone et la 4,6-dihydroxy-2’,4’-diméthylaurone (deux composés synthéti-

59 poses
-5,92 kcal/mol

18 poses
-5,30 kcal/mol

44 poses
-4,90 kcal/mol

Figure 28. Poses obtenues par docking moléculaire des composés 21i (en turquoise), 21g (en vert), et de deux

composés méthoxylés et méthylés (en bleu clair et bleu foncé) sur le site « Thumb I » de NS5B (en vert).
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sés par le Dr. Wei Yi au laboratoire). La cavité du site « Thumb I » est particuliérement riche
en résidus hydrophobes. Les substituants de type fluoro, alkyle ou alkoxyle présents sur le
cycle B des aurones interagissent donc fortement avec ces derniers via des forces de van der
Waals. Les acides aminés leucine 392, alanine 396, isoleucine 424, leucine 425, histidine 428,
phénylalanine 429, valine 494 et tryptophane 500 sont particulie¢rement impliqués dans ces
interactions hydrophobes avec le noyau B des aurones. De plus, dans certains cas, et notam-
ment avec la 4,6-dihydroxy-3’,4’,5’-triméthoxyaurone, on observe un effet de m-stacking
entre le cycle B et I’histidine 428 qui implique une stabilisation du complexe. Sur les poses
concernées, le contrecoup de ce m-stacking est subi par la liaison hydrogeéne entre 1’arginine
503 et le groupement phénol en position 4, qui s’allonge considérablement. On peut néan-
moins imaginer que dans un systéme flexible, cette arginine peut changer d’orientation de

maniere a rétablir une distance plus favorable avec ce groupement.

4.2.4 Etude de I'apport d’'un noyau B alternatif hétérocyclique

Les cycles A et C des aurones étant largement impliqués dans 1’ancrage des composés
aux abords du site « Thumb I», nous avons tenté d’affiner I’interaction du cycle B avec
I’intérieur de la poche hydrophobe. Aprés I’introduction de substituants de type phénol, mé-
thoxyle ou alkyle, nous avons entrepris une recherche des hétérocycles qui seraient les mieux
a méme de créer des interactions bénéfiques pour I’activité biologique. Dans un premier
temps, la géométrie des poses obtenues avec des cycles B de type indole, quinoline, pyrrole,
furane, benzimidazole et imidazole a été étudiée. Il s’avere que pour les hétérocycles a cinq
chainons, les poses obtenues sont hétéroclites et difficilement exploitables, ce qui peut
s’expliquer par une faible interaction avec la poche de I’enzyme. Les motifs bicycliques ont
en revanche présenté des poses plus intéressantes. La Figure 29 permet de visualiser les poses
obtenues pour les composés 26b et 26e, ainsi que pour deux composés synthétisés par le Dr.
Wei Yi au laboratoire : le (Z)-4,6-dihydroxy-2-((quinolin-2-yl)méthyléne)benzofuran-3(2H)-
one et le (£)-2-((1-butyl-1H-indol-3-yl)méthyléne)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one. Le
dérivé benzimidazole 26e, ainsi que le dérivé quinoline, présentent une stabilisation par m-
stacking avec I’histidine 428. L aurone 26e révele en plus une particularité due a la présence
d’une amine secondaire au fond du site « Thumb I » : elle permet la formation d’une liaison
hydrogene avec la leucine 392. Quant au dérivé N-butylindole, son noyau hétérocyclique et
son groupement butyle forment une « pince » qui interagit avec les deux sous-poches hydro-
phobes qui constituent le site. La Figure 30 illustre cette adéquation entre le motif N-

butylindole et la cavité « Thumb I ».
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98 poses
-5,55 kecal/mol

69 poses
-6,23 kcal/mol

65 poses
-7,10 kecal/mol

78 poses
-4,03 kcal/mol

Figure 29. Poses obtenues par docking moléculaire des composés 26e (en jaune), 26b (en noir), et de deux com-
posés B-hétérocycliques de type quinoline et N-butylindole (en gris et en doré) sur le site « Thumb I » de NS5B
(en vert).

Figure 30. Pose obtenue par docking moléculaire du (Z)-2-((1-butyl-1H-indol-3-yl)méthylene)-4,6-dihydroxy-

benzofuran-3(2H)-one, visualisée avec la protéine NS5B en mode surface.
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4.2.5 Prédiction de I'activité d’aurones B-hétérocycliques

Parmi les dérivés d’aurones B-hétérocycliques envisagés, la classe des indoles com-
prend un représentant déja testé sur la polymérase NS5B isolée. Il s’agit du (Z)-2-((1-butyl-
1 H-indol-3-yl)méthyléne)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one, qui constitue le dérivé d’au-
rone le plus actif identifi¢ a ce jour (ICsp = 2,2 uM). C’est pourquoi nous avons entrepris
d’évaluer le potentiel d’inhibition de NS5B de divers dérivés de type indole, diversement
substitués et branchés sur le squelette benzofuranone. Le logiciel GOLD a été utilisé pour
cette étude, et le Goldscore a été relevé pour chaque composé virtuel. Ce score constitue la
somme pondérée de différentes contributions énergétiques, issues par exemple des forces de
van der Waals ou des liaisons hydrogene. Plus le Goldscore obtenu est élevé, plus le potentiel
du composé testé est considéré comme intéressant. Les résultats obtenus pour les structures
hétérocycliques les plus prometteuses, ainsi que pour des structures classiques déja testées,

sont présentés dans le Tableau 10.

Goldscore (meil- Fourchette de

Comp. Structure leure pose) Goldscores 1Cs0 (kM)
18d 38,6 33,5-38,6 5,8
18e 44,4 34,0 -44.4 9,7
18h 36,3 33,9 -36,3 > 20
18i 38,4 34,8 - 38,4 > 20
18j 40,5 36,6 — 40,5 > 20
21g 41,3 353-41,3 2,5
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o s o oo e
21h 45,5 35,0 -45.,5 2,3
Vi 52,4 42,8 -52.4 2,2
V2 49,4 43,6 —49,4 n.d.
V3 50,7 43,1 -50,7 n.d.
V4 47,4 42,6 —47.4 n.d.
V5§ 59,3 57,4-59,3 n.d.
Vo6 62,2 53,9-62,2 n.d.
\%/ 52,0 43,0 -52,0 n.d.
A% 45,9 39,9-459 n.d.
V9 43,0 40,3 -43,0 n.d.
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o s o oo e
V10 62,3 53,9-62,3 n.d.
Vil 66,4 48,3 — 66,4 n.d.
V12 46,7 41,0 —46,7 n.d.
V13 449 40,7 — 44,9 n.d.

Tableau 10. Données issues du docking des composés sur une structure cristallographique de NS5B (2dxs), avec

le logiciel GOLD (docking réalisé dans une sphére de 10 A autour du ligand cristallisé, avec 20 poses générées).

Si les Goldscores obtenus pour les composés 18 et 21 ne refleétent pas toujours préci-
sément leur activité biologique, ils sont tous situés entre 35 et 45. Les composés virtuels de
type indole obtiennent pour la plupart un meilleur score. Les dérivés V5, V6, V10 et V11 preé-
sente un profil in silico particulierement bon, avec des Goldscores autour de 60 — 65 et un
potentiel identique au ligand nanomolaire co-cristallisé¢ (Gs = 62 — 64). Ces composés n’ont
pas été synthétisés pour le moment, mais constituent des axes de recherche importants pour

continuer ce travail.

4.3 ELEMENTS PHARMACOPHORIQUES IMPORTANTS

Avec les résultats présentés précédemment en main, notamment les tests biologiques,

la mutagénese dirigée et le docking moléculaire, il est possible de dresser une carte de la
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structure générale des aurones en mettant en lumiere I’influence des propriétés stériques, €lec-
troniques ou électrostatiques de différentes positions substituables sur 1’activité anti-NS5B.
Ces ¢léments, ainsi que les interactions clé avec la protéine NS5B, sont représentés schémati-

Leucine
392

quement sur la Figure 31.
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Figure 31. Représentation schématique des éléments pharmacophoriques importants et des interactions des au-

rones avec la protéine NS5B.
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Chapitre 5. Conclusion et perspectives

Ce travail a fait I’objet d’un brevet et d’un article paru dans le Journal of Medicinal
Chemistry [249]. 1l a consisté en la synthése de plusieurs générations d’inhibiteurs de la po-
lymérase du VHC, ainsi que leur évaluation biologique et 1’établissement des premiéres rela-
tions structure-activité. Grace a I’apport de la mutagénese dirigée et du docking moléculaire,
nous avons ¢étudié les interactions entre les aurones et la protéine, et proposé de nouvelles
structures prometteuses a développer. Ces études doivent étre complétées par la synthése de
nouveaux analogues, notamment B-hétérocycliques, afin d’atteindre un potentiel d’inhibition
submicromolaire. De plus, les parametres pharmacocinétiques (biodisponibilité, clairance,
demi-vie dans 1’organisme, solubilité, liaison aux protéines plasmatiques, etc.) et de toxicité
doivent étre évalués sur les composés les plus actifs, afin de déterminer les forces et faiblesses

des représentants de cette famille comme candidats médicaments.

De nouveaux essais de co-cristallisation aurone — NS5B doivent étre entrepris, afin de
confirmer le mode de fixation des inhibiteurs et de disposer d’une structure cristallographique
de ’enzyme mieux adaptée pour de futures études de docking. Un travail de QSAR 3D (rela-
tion structure-activité quantitative 3D) pourrait également étre mené sur la base des composés
déja testés, qui présentent une gamme d’activités relativement large. Enfin, des tests cellu-
laires plus poussés sur modele réplicon pourraient nous fournir des indications précieuses sur

le potentiel des composés in cello.
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CHAPITRE 1. LA TYROSINASE ET LES PATHOLOGIES ASSOCIEES

Chapitre 1. La tyrosinase et les pathologies associées

1.1 PROCESSUS BIOLOGIQUES IMPLIQUANT LA TYROSINASE

1.1.1 Mélanogénese

La couleur de la peau humaine est le résultat d’une combinaison de nombreux pig-
ments, comme 1’hémoglobine et les caroténoides. Néanmoins, les pigments prédominants sont

les mélanines, qui peuvent étre distinguées en deux types : les eumélanines et phaéoméla-

/ Hair shaft
3 Qil gland

G\ |—Epidermis

~Dermis

—

| Subcutaneous
¢ ! ~ | tissue

N Lymph vessel
Vein —%* B Nerve

Artery— | Hair follicle
B Melanin Fatty tissue

— Basal cell Sweat gland

— Melanocyte

Figure 32. Coupe de la peau humaine et zoom sur la partie basale de 1’épiderme ; emplacement des mélanocytes

et répartition de la mélanine produite.
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nines. C’est une distribution de ces deux familles en différentes proportions qui confére a la
peau humaine un large spectre de couleurs, du brun trés foncé au jaune orangé. La synthése de
ces pigments s’effectue au niveau des mélanocytes, des cellules de grande taille situées dans
la couche basale de 1’épiderme ou dans la partie inférieure des follicules pileux (Figure 32)
[250]. Au sein de ces cellules se trouvent les mélanosomes, des organites spécialisés bour-
geonnant a partir de 1’appareil de Golgi. Ces vésicules dont la maturation s’accompagne d’un
déplacement vers les kératinocytes voisins, prennent en charge la biosynthése des mélanines.
Cette synthése constitue un risque important pour 1’organisme, notamment dii a la formation
de quinones réactives durant le processus, qui peuvent réagir facilement avec les protéines et
acides nucléiques des cellules [251]. Le cloisonnement de la mélanogénése dans des organites
trés compartimentés constitue donc une sécurité essentielle avant la libération des mélanines
formées dans 1’épiderme. Le fort degré de conjugaison de ces pigments et une absorption pho-
tonique quasiment continue de 'ultraviolet a I’infrarouge jouent alors un role primordial de
préservation des organismes contre la propagation des radicaux libres et les effets des rayon-

nements UV (Figure 33) [252].

2.5

Coeflicient d*absorption (ecm™)

300 400 500 600 700
Longueur d’onde (nm)

Figure 33. Spectre d’absorption UV-visible d’eumélanine synthétique a quatre concentrations différentes

(0,0005% ; 0,0015% ; 0,0025% et 0,005% en masse) [252].

La mélanogénese est un processus qui comprend a la fois le développement et la matu-
ration des mélanosomes, et la biosyntheése des mélanines en leur sein. Au cours de ce phéno-
mene, les eumélanines et les pha¢omélanines sont synthétisées via deux voies biochimiques
bien distinctes (Schéma 17). Cependant, les deux familles sont issues au départ de fonctionna-
lisations de la DOPAquinone, elle-méme produite par deux oxydations successives de la tyro-
sine puis du L-DOPA. Ces deux réactions sont catalysées par une méme enzyme : la tyrosi-

nase, qui est I’enzyme-clef de la mélanogénese. Deux autres enzymes, la TRP1 et la TRP2
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(« Tyrosinase Related Protein 1 et 2 »), dont la premiére possede environ 70% d’homologie
dans sa séquence d’acides aminés avec la tyrosinase, permettent le maintien de la stabilité de
cette derniere dans la membrane du mélanosome [253,254]. Les trois enzymes sont par ail-
leurs impliquées dans des étapes tardives de la synthése des eumélanines. La voie de synthése
des eumélanines est constituée en premier lieu d’une cyclisation de la DOPAquinone en DO-
PAchrome, puis plusieurs oxydations menant a des dérivés de type indole peuvent avoir lieu,
suivies par des polymérisations qui forment les eumélanines. Cette voie est empruntée spon-
tanément par la DOPAquinone dans un environnement dépourvu de thiols [255]. Lorsque des
thiols sont présents (principalement la cystéine, mais €galement le glutathion), la voie des
phaéomélanines est privilégi¢e. Elle débute par une condensation de la DOPAquinone avec

une cystéine pour donner 1’alanyl-hydroxybenzothiazine. Ce composé est ensuite transformé

H
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Schéma 17. Biosynthése des eumélanines et des pha¢omélanines a partir de la tyrosine et catalysée par la tyrosi-

nase et les enzymes associées TRP1 et TRP2 [256].
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en pha¢omélanines. La biosynthése des mélanines est régulée par de nombreux facteurs, in-
ternes et environnementaux, comme les interleukines, certaines vitamines et prostaglandines,
ainsi que des hormones de stimulation des mélanocytes (MSH) [256]. L’exposition prolongée
d’un organisme aux rayonnements ultraviolets ou 1’apparition de conditions pathologiques
diverses peuvent notamment induire des déréglements importants du fonctionnement de la

mélanogénese.

1.1.2 Biosynthése de la neuromélanine

La présence d’un biopolymeére analogue a la mélanine, la neuromélanine, dans les pé-
caryons (granules comparables a des lysosomes) de la substantia nigra, est responsable de la
coloration trés sombre de ce noyau du systeme nerveux, composé¢ de neurones dopaminer-
giques. En revanche, le role de cette neuromélanine est actuellement assez flou. En effet, de
nombreuses études suggerent que la structure chimique de ce polymeére pourrait permettre de
piéger des especes toxiques pour le systéme nerveux, comme des métaux, des intermédiaires
nocifs, des quinones réactives et des especes oxydantes [257]. Cependant, la saturation de ce
systeme de défense conduirait a la libération des neuromélanines dans le cytoplasme et dans
le milieu extracellulaire, qui s’accompagne d’une activation des microglies (les défenses im-
munitaires de systéme nerveux), entrainant a leur tour la libération de substances toxiques par
les neuromélanines, comme de I’oxyde nitrique, des interleukines 6 ou des facteurs de nécrose
tumorale (TNF-a). Ces espéces vont alors accélérer la dégénérescence des neurones dopami-
nergiques, menant a la libération d’une quantité plus grande de neuromélanine et activant ain-
si un cercle vicieux caractéristique de la maladie de Parkinson [258]. La neuromélanine joue-
rait ainsi un double réle de protection des neurones, dans un premier temps, puis de substance
toxique accompagnant la progression de conditions pathologiques dans un second temps. Les
conditions de la formation de la neuromélanine sont également trés controversées. En effet, si
la possibilit¢ d’une auto-oxydation de catéchols, provenant par exemple de la dopamine, en
quinones a été démontrée, de nombreuses autres voies de synthése suggérées font intervenir
des enzymes diverses comme la tyrosine hydroxylase, des péroxydases, des lipoxygénases, la
monoamine oxydase ou encore la prostaglandine H synthase. La tyrosinase a également été
citée comme partie prenante dans la biosynthese, mais plusieurs études réfutent cette hypo-
thése sur la base de 1’absence de tyrosinase dans le cerveau humain [259]. Pourtant, des tra-
vaux supportent I’existence d’une petite quantité de cette enzyme, notamment dans la substan-
tia nigra, la région riche en dopamine, ou elle exerce une activité 100.000 fois plus faible que

dans les mélanocytes de 1’épiderme [260,261].
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1.2 DESORDRES ASSOCIES ET CIBLAGE DE LA TYROSINASE

1.2.1 Hyperpigmentation

L’hyperpigmentation est le résultat d’une activation mélanocytaire caractérisée par une
prolifération anarchique des mélanocytes, par une augmentation de la quantité de mélanine
biosynthétisée, ou par une intensification du transport des mélanosomes des mélanocytes vers
les kératinocytes. Ces phénomeénes peuvent prendre plusieurs formes : les lentigos, des 1ésions
mélanocytiques brunes, en général uniformes et maculaires, ovales ou circulaires [262], et
pouvant étre de naissance (lentigo simplex) ou acquises avec 1’age (lentigo senilis, couram-
ment taches de vieillesse) ; le chloasma, d’aspect plus irrégulier et di a un déréglement hor-
monal (associ¢ notamment a la grossesse) ; ou encore le naevus, macule plate ou surélevée de
forme variable (aussi appelé grain de beauté). Une réponse post-inflammatoire a des dom-
mages causés a la peau par des rayonnements UV peut également fréquemment mener a une
hyperpigmentation locale. En général bénignes, ces marques induites par I’hyperpigmentation
peuvent se révéler particulierement inesthétiques et motiver chez certaines personnes I’emploi
de composés a activité dépigmentante [120]. D’autre part, 1’utilisation de produits dépigmen-
tants est une pratique répandue en Asie ou en Afrique ou elle est soutenue par des phéno-
menes de société ou des ¢léments de culture liés au désir de blanchiment de la peau, notam-
ment chez les femmes [263]. Or, la plupart des produits utilisés, comme 1’hydroquinone,
comportent des risques dus a leur toxicité [264]. La découverte de nouveaux agents dépig-
mentants plus slirs permettrait un blanchiment de la peau moins nocif, méme si les problemes
¢thiques et socioculturels inhérents a ces pratiques ne peuvent trouver de réponses dans la

dermocosmétique.

Parmi les stratégies de dépigmentation pouvant étre envisagées, on peut noter
I’inhibition de la glycosylation de la tyrosinase, du transfert des mélanosomes, et plus généra-
lement I’utilisation d’agents antioxydants et anti-inflammatoires. Cependant, I’inhibition de la
tyrosinase reste de loin le moyen le plus étudié pour contrecarrer 1’effet des hyperpigmenta-
tions, étant donné le role clé joué par I’enzyme dans le processus de mélanogénése. Pourtant,
étant donné que les produits utilisés présentent généralement plusieurs effets, il est parfois
difficile de connecter leur activité sur une cible donnée avec un effet observé sur la pigmenta-
tion [265]. Les composés portant un motif thiol ou les polyphénols, par exemple, ont souvent
¢té identifiés comme de bons inhibiteurs de la tyrosinase, mais sont aussi généralement des

antioxydants efficaces [266,267]. Ces considérations ne compromettent néanmoins en aucun
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cas la légitimité de la stratégie de ciblage de la tyrosinase dans le cadre d’un traitement contre

I’hyperpigmentation.

1.2.2 Maladie de Parkinson et mélanome malin

L’a-synucléine est une protéine fortement impliquée dans la maladie de Parkinson
comme neurotoxique, mais dont le role est encore peu connu [268]. Largement exprimée au
niveau des corps de Lewy, cette protéine serait en mesure de stocker de la dopamine et de la
libérer dans les terminaisons nerveuses. Cependant, dans des conditions pathologiques,
I’augmentation de la production d’a-synucléine combinée a la libération du contenu des lyso-
somes dans le cytoplasme, et notamment de la tyrosinase qui s’y trouve, permet une réaction
entre les deux enzymes. Ce sont en réalité les acides aminés de type tyrosine de I’a-synucléine
qui sont oxydés par la tyrosinase et meénent a la formation de quinones, et a la dimérisation de
I’enzyme ou a sa liaison a des liposomes unilamellaires. Ces phénoménes compromettent for-
tement ses fonctions relatives au métabolisme et au stockage de la dopamine, conduisant a
une forte augmentation du niveau de dopamine cytosolique et a des dommages neuronaux
importants [269]. De plus, la tyrosinase est capable d’oxyder le noyau catéchol de la dopa-
mine en dopamine-quinone. Il existe de nombreuses cibles pour ces espéces tres réactives
dans les neurones, comme les groupements thiols des cystéines de protéines cytosoliques, la
tyrosine hydroxylase, les transporteurs de dopamine et la respiration mitochondriale. Les qui-
nones peuvent également pénétrer le noyau des cellules et provoquer des modifications cova-
lentes avec I’ADN. Enfin, cette dopamine-quinone peut elle-méme réagir avec 1’a-synucléine
et stabiliser un intermédiaire toxique dans la formation de fibrilles. Par ces deux mécanismes,
la tyrosinase pourrait ainsi favoriser indirectement la progression de la maladie de Parkinson

[261].

De maniére surprenante, plusieurs éléments communs ont permis trés récemment de
rapprocher la maladie de Parkinson du mélanome malin. En effet, outre I’implication dans les
deux cas de la biochimie de la tyrosine et du L-DOPA, ainsi que la présence de la tyrosinase,
il a été montré que les mélanomes malins expriment également I’a-synucléine, qui n’est en
revanche pas présente dans la peau humaine normale [270]. Ces observations, combinées a
des ¢études indiquant une forte proportion de cas de mélanome chez les patients atteints de la
maladie de Parkinson, suggeérent une cause commune a ces pathologies impliquant le métabo-
lisme de la tyrosine et I’a-synucléine [271,272]. La tyrosinase pourrait donc jouer un role es-

sentiel. Néanmoins, aucune étude n’a pu identifier clairement son rdle pour le moment et la
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possibilité d’un ciblage de la tyrosinase dans le cadre d’une thérapie pour la maladie de Par-

kinson ou du mélanome reste de ce fait largement hypothétique.

1.3 STRUCTURE ET MECANISME DE L’ACTIVITE DE LA TYROSINASE

1.3.1 Considérations structurales

La tyrosinase (E.C. 1.14.18.1), une enzyme comptant parmi les polyphénol oxydases
(PPO), est largement présente dans les bactéries, champignons, plantes, invertébrés et verté-
brés, et constitue un important objet de recherche depuis les premiéres études biochimiques
sur le champignon Russula nigricans en 1895. Comme décrit plus haut, la fonction principale
de la tyrosinase est 1’oxydation de phénols en catéchols, et de catéchols en ortho-quinones.
Chez les animaux, et plus particulierement les mammiferes, la tyrosinase permet ainsi de cata-
lyser les deux premicres étapes de la mélanogénése, 1’oxydation de la L-tyrosine en L-DOPA,
puis de ce dernier compos¢ en DOPA-quinone. D’un point de vue structural, la tyrosinase est
une métalloenzyme a centre binucléaire de cuivre appartenant a la famille des protéines
transmembranaires de type I. Sa structure exacte est restée longtemps inconnue avant une
premigére résolution en 2006 par le groupe de Sugiyama qui a confirmé la présence d’un site
catalytique de type binucléaire de cuivre, ainsi que 1’existence de plusieurs formes (notam-
ment oxy : Cu"-0,"-Cu", deoxy : Cu' Cu', et met : Cu"-OH-Cu"), sur une tyrosinase recombi-
nante provenant de la bactérie Streptomyces castaneoglobisporus accompagnée d’une pro-
téine caddie [273]. Une telle structure du site actif avait déja été proposée grace a des données
spectroscopiques comme étant un analogue structural de celui des autres enzymes a cuivre de
type 3 et notamment des catéchol oxydases et des hémocyanines [274]. Néanmoins, la cristal-
lisation de la tyrosinase était rendue particulierement difficile par la présence d’une région

transmembranaire et d’une extrémité glycosylée.

Le centre catalytique de la tyrosinase contient deux atomes de cuivre, nommés CuA et
CuB. Les deux sphéeres de coordination associées comprennent au total six acides aminés de
type histidine, qui sont directement engagés dans des liaisons azote — cuivre. Strictement né-
cessaires a 1’activité de la tyrosinase, ces histidines sont conservées dans les hémocyanines et
les catéchol oxydases au niveau de la région CuB. Il semble en revanche que la région CuA
soit sensiblement différente aux niveaux stérique et €lectronique dans certaines hémocyanines
et catéchol oxydases, expliquant notamment les différences d’accessibilité et de nature des

substrats naturels de ces enzymes. Une concentration importante de résidus hydrophobes a
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proximité du centre catalytique forme une poche qui permet de fixer le substrat de la tyrosi-
nase. Les interactions entre cette cavité et la tyrosine, par exemple, semblent orienter cette
derniére de maniere a réagir avec le centre CuA. En particulier, une interaction n-m entre les
groupements phényle de la tyrosine et imidazole de I’histidine 194 pourrait revétir une impor-
tance cruciale dans le positionnement de la liaison C-OH du substrat vers le centre CuA
[273,275]. Une deuxiéme structure cristallographique provenant de la bactérie Bacillus mega-
terium a confirmé le role central du site CuA dans I’activité monophénolase de la tyrosinase.
En revanche, I’activité diphénolase serait réalisée au niveau du site CuB, ce qui est consistant
avec ’activité similaire observée sur le méme site pour les catéchol oxydases. Cristallisée
sous forme de dimére, cette deuxiéme tyrosinase bactérienne, qui n’est cette fois pas accom-
pagnée d’une protéine caddie, s’est révélée capable sous forme cristalline d’oxyder la L-
tyrosine. Elle a également permis de mettre en évidence une certaine plasticité des centres de
cuivre, capables de bouger au sein du site actif. Enfin, une structure de la méme source a été
co-cristallisée en présence d’acide kojique, I’inhibiteur de référence de la tyrosinase. Contre
toute attente, 1’acide kojique se fixerait d’apres cette structure dans une poche relativement
éloignée des centres de cuivre (environ 7 A), et le motif hydroxyméthyle de I’inhibiteur est
orienté vers le site CuB, alors que de nombreuses études envisagent une fixation aux cuivres

par la face hydroxycarbonyle de la molécule (Figure 34) [276]. Seule une étude de docking

récente avait prévu ce type de configuration [277].

Figure 34. Structure cristallographique des sites catalytiques de type binucléaire de cuivre de deux tyrosinases,
respectivement isolées de Bacillus megaterium (bactérie, oxydée, A) et d’Agaricus bisporus (champignon, ré-

duite, B). Les enzymes sont co-cristallisées avec des inhibiteurs connus : I’acide kojique (A) et la tropolone (B).

Enfin, une troisieme structure cristallographique de tyrosinase, provenant cette fois

d’un champignon, Agaricus bisporus, a été résolue trés récemment. Si sa structure est proche
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des tyrosinases bactériennes, quelques éléments varient sensiblement. En premier lieu,
I’enzyme est constituée d’un tétramere regroupant deux unités « H », la tyrosinase proprement
dite, ainsi que deux unités « L », une unité annexe dont les interactions avec 1’unit¢ H sont
¢loignées du site actif. Ces unités L ne jouent donc probablement pas de roles directs sur
I’activité de I’enzyme. En revanche, elles peuvent influencer le repliement de la protéine, la
liaison aux atomes de cuivre ou la stabilité in vivo de la tyrosinase. Ensuite, la présence de
liaisons covalentes de type thioéther entre des cystéines et des histidines de la protéine con-
nectées par des séquences de type Cys-X-His est observée chez le champignon, alors que ces
liaisons sont totalement absentes des tyrosinases bactériennes. Ce phénomene a une influence
directe sur le site actif puisque I'une des histidines liées au site CuA est impliquée dans une
liaison thioéther de ce type, menant ainsi a une poche hydrophobe modifiée chez le champi-
gnon. Si un rdle direct de cette liaison dans la catalyse est exclu, elle pourrait permettre un
transfert d’électrons plus rapide et un potentiel rédox optimisé. Enfin, une structure cristallo-
graphique de la tyrosinase contenant une molécule de tropolone, un inhibiteur connu de
I’enzyme, permet de solidifier ’hypotheése émise plus haut d’une orientation des substrats
phénoliques par le biais d’une interaction avec une histidine du site CuB. La tropolone semble
de plus se lier a ’enzyme directement aux cuivres, contrairement a I’acide kojique précé-

demment décrit sur une tyrosinase bactérienne (Figure 34) [278].

1.3.2 Mécanisme des activités de I'’enzyme et complexes modeles

La tyrosinase peut catalyser a la fois I’oxydation d’un phénol en catéchol (activité mo-
nophénolase) et d’un catéchol en ortho-quinone (activité diphénolase, Schéma 17). C’est
’activité monophénolase qui permet d’obtenir la DOPAquinone a partir de la L-tyrosine dans
la nature, et qui distingue au niveau mécanistique la tyrosinase d’autres enzymes comme les
catéchol oxydases, qui ne possedent qu’une activité diphénolase. Le mécanisme de cette acti-
vité monophénolase débute par 1’approche du substrat sur la forme oxy du site actif de
I’enzyme, guidée par la poche hydrophobe et les interactions n-n au voisinage des atomes de
cuivre, puis par la formation d’une liaison entre le phénol et, vraisemblablement, le centre
CuA. Le pont péroxo subit alors une rotation qui va lui permettre de pointer vers ’atome de
carbone en ortho du phénol, et ainsi générer un catéchol lié¢ aux centres métalliques. Apres
rupture du pont, la forme D-met réagit avec un proton et libére 1’ortho-quinone et une molé-
cule d’eau, en parall¢le a une réduction du cuivre(Il) en cuivre(I). La fixation d’une molécule
de dioxygene peut alors régénérer la forme active oxydée de ’enzyme. L’activité diphénolase

partage une partie du mécanisme réactionnel. En revanche, elle permet I’oxydation de deux
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catéchols en ortho-quinone correspondante pour chaque cycle. Apres la formation de liaisons
entre le catéchol et les deux centres a cuivre de la forme oxy, une molécule de quinone est
libérée et permet la formation de la forme met, laquelle réagit de nouveau avec un équivalent
de catéchol. La forme D-met est alors obtenue, qui emprunte alors une voie similaire au mé-

canisme de I’activit¢ monophénolase (Schéma 18) [279].
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Schéma 18. Cycles mécanistiques de I’oxydation d’un phénol (activité monophénolase, autour du cercle) et d’un
catéchol (activité diphénolase, demi-cercle de gauche) par la tyrosinase, et formes différemment oxydées de

I’enzyme.

De nombreux complexes biomimétiques ont été développés pour mimer a la fois la
structure du site actif de la tyrosinase et I'une de ses activités, monophénolase ou diphénolase

[280,281,282]. Ces composés apportent notamment aux chimistes une aide précieuse pour
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¢tudier les interactions entre I’enzyme et d’éventuels substrats ou inhibiteurs, difficiles a ana-
lyser directement sur 1’objet biologique. L’un des premiers exemples de tels complexes a été
rapporté en 1984 par Karlin et al. avec un systéeme Cu,(XYL) [283]. L’espaceur entre les deux
centres a cuivre, aromatique, portait un groupement phénol qui permettait la formation d’une
structure p-phénoxo-p-hydroxo. L’observation d’une réactivité provenant d’un autre type de
systéme, avec un pont bis-p-oxo, a également participé a jeter les bases de la compréhension
du mécanisme d’action de la tyrosinase [284]. De nombreux complexes ont depuis été déve-
loppés, mimant notamment 1’activité monophénolase de la tyrosinase. Ils présentent des struc-
tures possédant un pont p-n>:n’-péroxo [285], bis-p-oxo [286], ou plus récemment p-n':n'-
péroxo [287]. D’autres complexes, présentant cette fois une activité diphénolase, ont été rap-
portés comme des mimes communs de la tyrosinase et des catéchol oxydases. Ainsi, des
structures de type p-hydroxo pouvant oxyder des phénols en ortho-quinones ont été¢ dévelop-
pées, notamment au laboratoire, au cours des dix derniéres années [288,289]. Quelques

exemples de complexes biomimétiques de la tyrosinase sont présentés en Figure 35.
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Figure 35. Exemples de complexes biomimétiques modélisant la structure et I’une des activités de la tyrosinase,

et présentant des centres binucléaires de cuivre sous différentes formes.
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1.4 INHIBITION DE LA TYROSINASE

1.4.1 Inhibiteurs historiques et de référence

De nombreux inhibiteurs « primitifs » de la tyrosinase sont actuellement toujours utili-
sés comme références. Ces molécules, souvent de petite taille et nocives, sont pour certaines
utilisées en tant qu’agents dépigmentants. C’est le cas de ’hydroquinone, qui est I’'un des
premiers dépigmentants introduits en clinique, utilis€¢ depuis plus de cinquante ans. L hydro-
quinone n’est pas un inhibiteur au sens strict mais un substrat alternatif pour la tyrosinase qui
I’oxyde en quinones réactives, qui elles-mémes induisent une toxicité pour le mélanocyte.
Néanmoins, [’hydroquinone s’accompagnerait d’un effet cancérigéne, et son utilisation est
proscrite au sein de 1’Union Européenne depuis 2001. L’effet réel de ce produit sur la santé
humaine reste cependant controversé [290,291]. L’arbutine est une prodrogue glycosylée na-
turelle plus stable de I’hydroquinone. En présence d’une glycosidase, elle se décompose en
glucose et en hydroquinone, qui peut alors exercer son action anti-tyrosinase a des concentra-
tions non cytotoxiques [292]. L’acide kojique est un métabolite produit par des champignons
des genres Aspergillus, Agaricus et Penicillium. Cet inhibiteur de la tyrosinase est également
trés répandu en dermocosmétique comme agent dépigmentant. Ce composé, supposément 1i¢
aux cuivres par son motif a-hydroxycétone, a récemment été co-cristallisé avec I’enzyme dans
une configuration totalement différente, mais le caractére unique de la co-structure obtenue
incite a la prudence. Bien que I’utilisation d’acide kojique en cosmétique soit de plus en plus
compromise a cause de ses propriétés allergénes et mutagenes suspectées, cette molécule est
trés couramment utilisée en tant que référence dans les études présentant de nouveaux inhibi-
teurs de la tyrosinase [293]. Un autre inhibiteur connu, la L-mimosine, est un acide amin¢ vé-
gétal rencontré dans les graines et les feuilles de Mimosa pudica. Sa structure conjugue une
partie analogue au substrat naturel de la tyrosinase, la L-tyrosine, et une partie quasiment
identique au cycle de I’acide kojique, portant le motif a-hydroxycétone [294]. Enfin, la tropo-
lone est une molécule synthétique connue pour complexer des métaux, qui partage également
des similitudes structurales avec ’acide kojique. Elle a été identifiée comme un inhibiteur de
la tyrosinase puissant, avec un ICsy d’environ 0,5 uM, et une efficacité¢ 200 fois supérieure a

celle de la L-mimosine (Figure 36) [295].

Etant donnée la forte variabilité d’activités mesurées pour I’acide kojique, suivant les
conditions de test (sur enzyme, cellules, et avec différents modes de détection du DO-

PAchrome) et I’activité de la tyrosinase considérée (mono- ou diphénolase), il parait judicieux

128



CHAPITRE 1. LA TYROSINASE ET LES PATHOLOGIES ASSOCIEES

0]
OH
HO OH /_2\; 0
HO o OH
OH OH HO / N NH,
/©/ Z /©/ L HO‘Q
HO OH
(@)

HO 5 g
Hydroquinone Arbutine Acide kgique L-Mimosine Tropolone

Figure 36. Structure des inhibiteurs historiques de la tyrosinase utilisés comme références dans les travaux plus

récents.

de moins s’intéresser aux ICsy obtenues dans la littérature pour les inhibiteurs présentés ici
qu’au rapport entre cet ICsy et celui de 1’acide kojique enregistré dans les mémes conditions,
et fourni dans la méme publication. Nous présenterons donc ce rapport, ou une indication

équivalente, a chaque fois qu’il sera possible de le calculer.

1.4.2 Lipides et stéroides

Des composés naturels comportant une chaine grasse ont été identifiés comme inhibi-
teurs de la tyrosinase de champignon. La trilinoléine, un triacylglycérol, a par exemple été
extraite de la lie du saké, et présente une valeur d’inhibition de la tyrosinase proche de celle
de I’acide kojique [296]. Cependant, ce dérivé ne posséde aucune propriété de chélation de
métaux, et son mécanisme d’action est non-compétitif. Etant donnée sa taille, il est en pro-

bable que ce dérivé interagisse avec un site allostérique de I’enzyme. Un ester a longue chaine
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Figure 37. Structures de quelques inhibiteurs de la tyrosinase de type lipide a longue chaine ou stéroide. Ik /

ICs, représente le rapport entre I’ICsy de 1’acide kojique et celui du composé testé dans les mémes conditions.
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carbonée, identifi¢ dans 1’espece de fleurs Amberboa ramosa, s’est également révélé comme
un inhibiteur puissant, présentant un ICsy de 1,36 uM sur I’activité diphénolase de la tyrosi-
nase [297]. Des représentants naturels de la famille des stéroides ont eux aussi montré un po-
tentiel anti-tyrosinase. Ainsi, isolés respectivement d’Amberboa ramosa et du champignon
Cunninghamella elegans, un triterpénoide et un 17a-éthylstéroide ont par exemple été rappor-
tés par Khan et al. et ont montré des activités intéressantes, meilleures d’un ordre de grandeur
par rapport a I’acide kojique (ICsp = 1,32 uM et 1,53 uM respectivement, sur 1’activité diphé-
nolase de I’enzyme, Figure 37) [298,299].

1.4.3 Phénylthiourées, oxadiazoles et petites molécules synthétiques

Si de nombreux produits naturels et dérivés ont été au fil du temps identifiés comme
inhibiteurs de la tyrosinase, plusieurs classes de composés purement synthétiques ont égale-
ment été¢ développées sur la base de relations structure-activités et, souvent, de leur possible
affinité avec le centre binucléaire de cuivre de I’enzyme (Figure 38). Le soufre, particulicre-
ment, est a l'origine de bons ligands du cuivre. Il a mené a la découverte de la N-
phénylthiourée comme inhibiteur de la tyrosinase (ICso = 1,8 uM), alors que son analogue N-
phénylurée est totalement inactif. Le mode d’action de la N-phénylthiourée est compétitif et
cohérent avec une liaison de ’atome de soufre aux deux cuivres du site actif. La formation
d’une hydroxylamine sur ce composé a en outré mené a une inhibition submicromolaire (ICs
= 0,29 uM) [300]. Des dérivés de phénylthiourées, les phénylméthylénethiosemicarbazones,
présentent également un potentiel intéressant [301]. Trés récemment, de nombreux analogues
comportant un groupement phényle substitué ont atteint des valeurs d’inhibition de 1’ordre de
0,2 4 0,4 uM sur Pactivité diphénolase de la tyrosinase, ce qui en fait de meilleurs inhibiteurs
que la tropolone utilisée comme référence [302,303]. Des molécules synthétiques hétérocy-
cliques variées ont ¢galement fait I’objet d’investigations quant a leur potentiel d’inhibition de
la tyrosinase. Elles comportent comme noyaux des hétérocycles de type oxazolone [304],
oxadiazole [305], thiadiazole, triazole [306], ou encore triazolothiadiazole [307], avec des
ICsy parfois submicromolaires. Le 5-(4-hydroxyphényl)-1,3,4-thiadiazole-2(3H)-thione se
situe parmi les molécules les plus actives de cette série, avec un K; de 0,19 uM. Les atomes
d’azote et de soufre contenus dans ces dérivés permettraient une liaison au centre binucléaire
de cuivre. Enfin, quelques classes de molécules polycarbonylées ont été découvertes, comme
des tétracétones [308], ou des hydroxybenzylidenylpyrrolidine-2,5-diones [309]. Si ces inhibi-
teurs micromolaires partagent des analogies structurales, leur mode d’action respectif sur la

tyrosinase semble cependant varier considérablement.
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Figure 38. Structures de quelques inhibiteurs de la tyrosinase de type phénylthiourée, hétérocyclique, polycar-
bonylé, et dérivés. Ik / ICs, représente le rapport entre 1’ICs, de 1’acide kojique et celui du composé testé dans
les mémes conditions. I, / ICsy représente le méme rapport avec la tropolone pour référence. Enfin, Knx / K;

représente le rapport entre le K; de 1’acide kojique et celui du composé testé dans les mémes conditions.

1.4.4 Stilbeénes, benzaldéhydes, acides cinnamiques et autres poly-

phénols non flavonoides

Les stilbénes sont des diphényléthenes. Cette classe de molécule se trouve a I’état na-
turel sous forme polyhydroxylée, comme le resvératrol et ses dérivés, qui sont des inhibiteurs
connus de la tyrosinase. L’oxyresvératrol est un analogue portant deux motifs résorcinol : il
possede une activité anti-tyrosinase 32 fois plus forte que ’acide kojique et 50 fois plus forte
que le resvératrol sur 1’activité monophénolase. Il s’agit d’un inhibiteur non-compétitif qui a
¢galement fait ses preuves sur cellules en réduisant la pigmentation induite dans le mélanome
[310]. D’autres dérivés issus d’especes végétales ont montré un potentiel intéressant pour
I’inhibition de la tyrosinase, notamment la chloroporine, un oxyresvératrol géranylé provenant
de Chlorophora excelsa [311], ainsi que le gnétol et le piceatannol, des stilbeénes tétrahy-
droxylés analogues de l’oxyresvératrol et isolés respectivement de Gnetum gnemon et
d’especes de raisin [312,313]. Ces composés posseédent des valeurs d’ICsy de 15 a 30 fois
meilleures que I’acide kojique. En outre, la double liaison des stilbénes ne semblent pas étre

indispensable a 1’activité anti-tyrosinase : une étude récente révele en effet que le dihy-
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drooxyresvératrol est environ 8 fois plus efficace que I’oxyresvératrol (ICso = 1,6 uM contre
12,7 uM sur I’activité diphénolase) [314]. Le remplacement du lien éthéne par un troisiéme
cycle aromatique pour former un phénylnaphtaléne a également porté ses fruits, puisque le
HNB, un représentant de cette nouvelle classe, est le meilleur inhibiteur de la tyrosinase exis-
tant a ce jour. Il posséde une activité 546 fois plus forte que 1’acide kojique (activité mono-
phénolase), et possede un K; d’environ 5 nM [315]. L’inhibition de la tyrosinase par la famille

des stilbénes a par ailleurs récemment fait 1’objet d’une revue bibliographique [316].
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Figure 39. Structures de quelques inhibiteurs de la tyrosinase de type stilbéne, coumarine, benzaldéhyde, acide
benzoique, acide cinnamique, benzophénone et dérivés. Ixx / ICsy représente le rapport entre 1'ICsy de ’acide

kojique et celui du composé testé dans les mémes conditions.
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D’autres composés aromatiques de type polyphénol possédent également la propriété
d’inhiber la tyrosinase. C’est le cas pour des dérivés de coumarine, de nombreux benzaldé-
hydes, dérivés d’acide benzoique et de N-benzylbenzamides, qui atteignent néanmoins sou-
vent des valeurs d’inhibition médiocres [317]. En effet, une étude introduisant des substi-
tuants variés mais simples (phénols, méthoxyles, alkyles) sur les squelettes benzaldéhyde et
acide benzoique, a mené a ’obtention d’un meilleur ICsy de 720 uM (pour le 4-fert-
butylbenzaldéhyde) [318]. Cependant, quelques rares dérivés sont plus efficaces, notamment
le 2-hydroxy-4-isopropylbenzaldehyde qui présente un ICsy de 2,3 uM sur 1’activité diphéno-
lase et un mode d’inhibition mixte [319], ou le 3,4-dihydroxy-O-¢éthyloximebenzaldéhyde qui
atteint un ICsy de 0,3 uM sur I’activité diphénolase [320]. Des composés de type acide cinna-
mique, notamment des amides dérivés d’acide caféique et férulique, ont également montré des
activités anti-tyrosinase sur mélanocytes humains [321]. Le remplacement du cycle aroma-
tique de I’acide cinnamique par un motif de type acide kojique a en outre mené a quelques
molécules d’intérét, méme si les ICsy de ces inhibiteurs restent trés hauts [322]. Le 5-(6-
hydroxy-2-naphthyl)-1,2,3-benzeénetriol a été¢ rapporté comme un inhibiteur efficace de la
tyrosinase, selon un mécanisme non-compétitif [323]. Enfin, des benzophénones polyhy-
droxylées ont trés récemment été évaluées pour leur potentiel anti-tyrosinase, et certains déri-
vés s’averent efficaces a 1’échelle micromolaire, notamment un composé hexahydroxylé pré-
sentant un 1Cso de 1,4 uM [324]. De nombreuses autres classes d’inhibiteurs polyhydroxylés

ont été rapportées, trop nombreuses pour étre énumérées ici cependant (Figure 39).

1.4.5 Flavonoides et dérivés

Les flavonoides représentent I'une des familles d’inhibiteurs de la tyrosinase les plus
étudiées. Ils sont trés souvent extraits de plantes, parfois utilisées pour le blanchiment de la
peau dans certaines médecines traditionnelles asiatiques, comme certaines especes de Glycyr-
rhiza. La plupart des sous-classes de flavonoides comprennent des représentants polyhydroxy-
1és identifiés comme potentiels inhibiteurs de la tyrosinase, notamment les flavonols, les fla-
vanols, les flavones, les flavanones, les isoflavanes, les isoflavones, les chalcones et les au-
rones. Les flavonols, en particulier, semblent avoir retenu 1’attention des chimistes par la pré-
sence d’un motif a-hydroxycétone qui serait capable de chélater les centres a cuivre dans le
site actif de la tyrosinase et de mener a I’inactivation de I’enzyme. Ainsi, si la quercétine ou le
kaempferol ont été identifiés comme bons chélateurs d’ions Cu®* et comme inhibiteurs com-
pétitifs de la tyrosinase, une flavone correspondante ne possédant pas de motif o-

hydroxycétone, la lutéoline, a révélé une inhibition non-compétitive, avec un ICsy proche
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néanmoins [325]. Cependant, 1’explication proposée d’un mode d’action de 1’a-hydroxy-
cétone similaire a celui de 1’acide kojique serait remise en cause par la structure cristallogra-
phique du complexe tyrosinase — acide kojique décrit plus haut. L’activité de ces composés
reste par ailleurs assez faible (20% de I’activité de 1’acide kojique pour la quercétine, le meil-
leur flavonol). D’autres flavones inhibent efficacement la tyrosinase, comme la norartocarpé-
tine et son analogue flavanone, la streppogénine, qui partagent des valeurs d’ICsy d’environ
0,5 uM et des K; d’environ 0,6 uM [326]. Une étude par fluorescence de 1’activité de nom-
breux dérivés de flavones et flavonols polyhydroxylés a en outre conduit a I’identification de
la 7,8,3’,4’-tétrahydroxyflavone comme I’un des flavonoides les plus actifs (ICso = 70 nM).
Par ailleurs, cette étude a montré que les dérivés de flavones étaient d’'une maniere générale

plus actifs que les flavonols correspondants [327].

Quelques isoflavonoides permettent également une inhibition efficace de la tyrosinase.
La glabridine, un dérivé d’isoflavane, s’est révélé quinze fois plus actif que I’acide kojique
sur 1’activité monophénolase de la tyrosinase, selon un mécanisme non-compétitif [328]. Un
analogue prénylé découvert plus récemment, la glyaspérine C, est encore plus actif (ICsy =
0,38 uM) [329]. Des représentants de la sous-classe des isoflavones ont ¢galement été rappor-
tés, menant cependant a des activités plus faibles. Les chalcones ont également été intensive-
ment étudiées. Quelques composés issus de plantes, portant souvent un groupement prényle,
ont révélé des activités intéressantes, comme la kuraridine (ICso = 0,6 uM sur 1’activité mo-
nophénolase, une activité¢ dix fois meilleure que pour la flavone et la flavanone correspon-
dantes) ou la TMBC (ICsp = 0,95 uM sur Pactivité diphénolase) [330,331]. Plusieurs études
se sont également attachées a ¢lucider 1’influence des positions hydroxylées des chalcones sur
leur activité anti-tyrosinase. La présence d’un phénol en position 4 de la chalcone semble en
premier lieu constituer un €lément crucial. Nerya et al. I’expliquent par la proximité structu-
rale entre une 4-hydroxychalcone et la L-tyrosine, et rapportent notamment des pourcentages
d’inhibition plus importants a 50 uM pour la 4-hydroxychalcone et la 4,2’,4’-trihydroxy-
chalcone par rapport a d’autres analogues mono- ou dihydroxylés [332]. L’évaluation biolo-
gique de dérivés tétrahydroxylés ont ensuite mené les auteurs a proposer le motif résorcinol
comme ¢lément clé pour I’inhibition de la tyrosinase par les chalcones. La 2,4,3°,4°- et la
2,4,2° 4’ -tétrahydroxychalcone ont en particulier montré des valeurs basses d’ICs (respecti-
vement 0,2 et 0,02 uM) [333]. Une étude plus récente a par ailleurs confirmé le potentiel su-
périeur de ces dérivés de chalcone substitués par un motif résorcinol [334]. Il est cependant a

noter que la plupart des flavonoides décrits ici comme les plus actifs contre la tyrosinase pos-
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sédent ce type de substitution, indiquant que cet élément structural est crucial au-dela de la
sous-classe des chalcones. Enfin, les aurones ont elles aussi été découvertes récemment au
laboratoire comme potentiels inhibiteur de la tyrosinase. Réalisés sur une culture de mélano-
cytes humains, les tests biologiques ont permis 1’identification de trois aurones comme repré-

sentants les plus prometteurs (Figure 40) [121].
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Figure 40. Structure de quelques inhibiteurs de la tyrosinase de type flavonoide. I,k / ICs représente le rapport

entre 1’ICs, de ’acide kojique et celui du composé testé dans les mémes conditions.
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Le potentiel de ces aurones, prometteur lors des tests sur mélanocytes, doit étre con-
firmé sur enzyme isolée, et leur structure doit étre diversifiée. Nous avons donc décidé de
synthétiser une série d’analogues polyhydroxylés et/ou méthoxylés, ainsi que des dérivés hy-
brides judicieusement choisis, afin d’explorer plus avant la capacité des aurones a inhiber la
tyrosinase, et de déterminer les mécanismes de fixation et d’interaction ligand / récepteur mis

€n ccuvre.
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Chapitre 2. Conception et synthese des dérivés

d’aurones modulateurs

2.1 TRAVAUX PRECEDENTS ET CONCEPTION DE NOUVEAUX INHIBITEURS

2.1.1 Etude d’aurones sur tyrosinase isolée et mélanocytes

De précédents travaux menés au laboratoire dans le cadre du doctorat du Dr. Sabrina
Okombi ont porté sur I’étude du potentiel d’inhibition de la tyrosinase par quelques représen-
tants de la famille des aurones [120]. Les tests ont aussi bien porté sur la tyrosinase de cham-
pignon isolée que sur des cultures de mélanocytes. Tous les composés €valués ont montré une
inhibition tres faible de la tyrosinase de champignon (< 50% a 100 puM), alors que quelques
dérivés se sont révélés efficaces pour I’inhibition de la tyrosinase dans des cultures de méla-
nocytes en monocouche (environ 70% a 100 uM pour les meilleurs composés) [120,121].
Néanmoins, il a par la suite ¢t€ montré que 'utilisation de MBTH lors des tests méne a une
réaction avec les aurones, sous-estimant ainsi le potentiel d’inhibition réel des composés. De
plus, la variété de positions hydroxylées est restée peu importante lors de ces travaux, qui se
sont intéressés a des aurones alkylées a priori non actives. Enfin, des résultats préliminaires
obtenus durant mon stage de Master 2 ont révélé un potentiel important d’inhibition de la ty-
rosinase in vitro pour quelques aurones polyhydroxylées, conjugué avec un mode d’inhibition
mixte ou compétitif (avec une probable liaison aux cuivres). Nous avons donc décidé d’élargir
le nombre de composés polyhydroxylés afin de pouvoir mieux comprendre les relations struc-
ture-activité ainsi que le mécanisme d’interaction avec la tyrosinase. Il sera également pos-
sible d’évaluer la capacité de ces produits a inhiber différentes tyrosinases (bactérienne, hu-
maine ou de champignon) via des collaborations avec le Dr. Marius Réglier a I’université Paul

Cézanne de Marseille et le Pr. Luigi Bubacco a I’'université de Padoue (Italie).
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2.1.2 Etude du motif 2-hydroxypyridine-N-oxyde

Récemment, des travaux réalisés par les Drs. Marius Réglier et Catherine Belle ont
permis d’identifier le motif 2-hydroxypyridine-N-oxyde (HOPNO) comme un excellent chéla-
teur de centres binucléaires de cuivre. Une structure cristallographique d’un complexe HOP-
NO — complexe mod¢le a été résolue et a permis de déterminer le mode de fixation du motif
sur le centre a cuivres. Le composé 2-hydroxypyridine-N-oxyde est en outre un bon inhibiteur
de la tyrosinase de champignon (ICso = 1,16 uM et K; = 1,8 uM), selon un mécanisme compé-
titif [335]. Cependant, son utilisation telle quelle pourrait poser des problémes : la petite taille
du composé et sa capacité a se lier aux centres de cuivre ne permet pas de garantir une quel-
conque sélectivité pour la tyrosinase. La synthése et I’évaluation de composés hybrides pos-
sédant un squelette d’aurone et comportant un motif HOPNO bien positionné pourrait mener
au développement d’inhibiteurs a la fois plus efficaces et plus sélectifs, tout en constituant un
outil supplémentaire pour la compréhension du mécanisme d’action des aurones. De plus, ce
motif n’étant pas oxydable, il permettrait de mener a des inhibiteurs réels et non a des subs-
trats alternatifs de I’enzyme. Etant donnée ’importance de la position 4’ des aurones pour
I’inhibition de la tyrosinase, suggérée par les études décrites ci-dessus, le positionnement du
motif HOPNO en 3’ et 4 semble constituer le choix le plus judicieux. Le cycle A de ces au-
rones hybrides serait substitu¢ de la méme maniére que les aurones les plus actives sur méla-

nocytes : avec des groupements 4-hydroxyle, 6-hydroxyle ou 4,6-dihydroxyle.

2.1.3 Conception des inhibiteurs de la tyrosinase

Les aurones de cette étude ont été synthétisées par condensation d’un benzaldéhyde
sur des dérivés de benzofuran-3(2H)-one, comme décrit dans le Chapitre 2 de la Partie 3. La
synthése des précurseurs d’aurones ne sera donc pas réexpliquée ici. Certains composés ont
en outre €té utilisés a la fois pour des tests sur la polymérase du VHC et pour des tests sur la
tyrosinase. Néanmoins, dans cette étude, nous avons préparé des aurones substituées de ma-
niere plus systématique, en essayant de couvrir le maximum de combinaisons de substituants
du cycle A et du cycle B afin de découvrir les €léments structuraux importants qui régissent
I’inhibition de la tyrosinase. En particulier, les aurones polyhydroxylées ont retenu notre at-
tention puisqu’elles ont révélé une activité intéressante sur mélanocytes. Nous avons égale-
ment sélectionné des dérivés méthoxylés et fluorés afin d’étudier I’importance du caractere
donneur de liaisons hydrogeénes des substituants ainsi que l’influence sur DPactivité de

I’introduction de groupements bioisostéres du phénol. La synthése d’une azaaurone a été en-
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visagée afin de déterminer si la fonction éther des aurones constitue un élément crucial pour
I’activité anti-tyrosinase. Enfin, la synthése de trois analogues hybrides a été effectuée selon
une voie originale. Ces aurones hybrides possédent sur le cycle A des éléments connus pour

favoriser 1’inhibition de la tyrosinase, et sur le cycle B un motif HOPNO.

2.2 SYNTHESE DES AURONES

2.2.1 Syntheése des aurones polyhydroxylées

La plupart des aurones polyhydroxylées utilisées dans cette étude ont également été
¢tudiées dans le cadre de I’inhibition de la polymérase NS5B du VHC (dans le Chapitre 2 de
la Partie 3). Néanmoins, quelques dérivés originaux ont été préparés afin de compléter judi-
cieusement la liste des dérivés étudiés. Ceci concerne trois aurones trihydroxylées : 17d, 17e
et 18p. Ces dérivés ont été synthétisés a partir des synthons précurseurs correspondants (2a et
5a) et de benzaldéhydes en présence de potasse concentrée dans 1’éthanol a reflux, selon la

méthode B décrite précédemment.

KOH/H,0
Re O N EtOH (2/1)
- | R 80 °C
OHC M éthode B
R4
R4 = H, Rs =OH
2a
R4 = OH, RG =H
5a

Schéma 19. Méthode de préparation des dérivés d’aurone polyhydroxylés par condensation aldolique en pré-

sence de KOH aqueux concentré et d’éthanol a reflux (méthode B).

2.2.2 Synthese d’'une azaaurone

Les azaaurones sont des dérivés d’aurones qui comportent une fonction amine secon-
daire intracyclique qui vient remplacer I’éther de la structure classique. La synthese de ces
composés peut étre réalisée par condensation aldolique, de la méme maniere que pour les dé-
rivés d’aurones. Cependant, le synthon précurseur doit étre protégé par un groupement acétyle
sur ’atome d’azote. Lors de la condensation, I’amine est alors déprotégée in situ en condi-

tions basiques. Nous avons entrepris la synthése d’une azaaurone 4,6,4’-tétrahydroxylée. Pour
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cela, il est nécessaire de passer par la forme protégée triméthoxylée. Le précurseur 27 est pré-
paré a partir de la diméthoxyaniline par une réaction de Houben-Hoesch (en présence de BCls
et d’AlCl; dans le benzéne, puis de HCI aqueux a reflux), suivie d’une cyclisation en milieu
basique et de la protection de 1’atome d’azote par un groupement acétyle (en présence
d’anhydride acétique) [336]. L’indolinone 4,6-diméthoxylé précurseur est alors mis en réac-
tion avec le 4’-méthoxybenzaldéhyde dans les conditions mises en ceuvre pour la synthése des
polyméthoxyaurones. Apres traitement de la réaction, le composé est recristallisé dans le mé-
thanol pour donner 28. Néanmoins, 1’étape de déprotection des groupements méthoxyles n’a
pas pu étre menée a bien. Si le composé 28 semble ne pas réagir dans des conditions douces
(en présence de chlorure d’aluminium dans le dichlorométhane), il méne a un mélange de
produits différents du composé envisagé dans des conditions plus dures (en présence de tri-
bromure de bore dans le dichlorométhane). L’aurone analogue a 28, le composé 20k, a éga-

lement été préparée, dans les conditions décrites pour la synthése de polyméthoxyaurones.

1.BCly
MeO NH, ACl;  Meo NH, 1.KCO3  MeO e
benzéne acétone
2. HCI IN \(;;ﬁm 2. Ac,0
OMe OMe O OMe ©O
27
OMe

KOH/H,0 MeO

MeO X OMe MeOH
" ©/ °
OHC 25°C

OMme © OMe ©

X=0 Ta X=0 20k (49%)

X=NAc 27 X=NH 28 (77%)
OMe OH

s
MeO N O CH,Cl, HO N
_ _
B e

OMe O CH,CI, 0O
28

Schéma 20. Méthodes de préparation du précurseur 27, des composés polyméthoxylés 20k et 28. Conditions

réactionnelles testées pour la déprotection des groupements méthoxyles de 28, sans succes.

140



CHAPITRE 2. CONCEPTION ET SYNTHESE DES DERIVES D’AURONES MODULATEURS

Composé

Rendement

Rendement

17d
17e
18p

2>,4’-diOH
3°,4’-diOH
3’,4’-diOH

49%
77%

Tableau 11. Liste des dérivés d’aurone polyhydroxylés, de I’azaaurone et de I’aurone méthoxylée correspon-

dante, préparés suivant la méthode présentée ci-dessus, et rendements associés.

2.2.3 Structure des aurones retenues pour cette étude

Le Tableau 12 et la Figure 41 ci-dessous résument les structures retenues pour étre tes-

tées en tant qu’inhibiteurs de la tyrosinase. Ils comprennent les dérivés issus de 1’étude con-

cernant 1’inhibition de la polymérase du VHC, ainsi que les composés nouvellement préparés

pour ce travail. Au total, vingt-six dérivés d’aurone et d’azaaurone ont été préparés dans le

cadre de cette étude.

HO. : o w,/ HO. ; o , Meo
o) OH © OH O

-

(0]

OMe
@ 18n 21 20j
@ 17a 18a 21a 20a
OH
@ 17b 18b 21b 20b
- OH
OH
@ 17c 18¢ 2e 20¢
OH
Q 17d 180 21d
OH
OH
@ 17e 18p 2e
- OH

Tableau 12. Liste des dérivés d’aurone polyhydroxylés et 4,6-diméthoxylés retenus pour étre testés en tant

qu’inhibiteurs de la tyrosinase.
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OMe
0 ()
OMe © OMe ©
19 R = 2',4'-diOMe 20g 28
R = 3',4'-diOMe 20h
R =4-F 20i

Figure 41. Liste des dérivés méthoxylés, de la 5,4’-dihydroxyaurone et de 1’azaaurone retenus pour étre testés en

tant qu’inhibiteurs de la tyrosinase.

2.3 SYNTHESE DES DERIVES HYBRIDES

2.3.1 Stratégie de synthese

Les structures cibles de ce travail (29a, 29b et 29c¢) sont présentées sur le Schéma 21.
Elles consistent en un motif HOPNO greffé sur le cycle B du squelette aurone, par ailleurs
diversement substitué sur le cycle A. Etant donnée la disponibilité commerciale du 6-
méthoxypyridine-3-carboxaldéhyde, nous avons entrepris de partir de ce fragment ainsi que

des synthons précurseurs 2a, 2b et 5a. L’aldéhyde étant un groupement facilement oxydable,

OH OH OH
7 =0 7 -0 7 -0
HO o — e} — HO e} —
O oH © oH O

29a 29b 29c
OH OMe AN
R+
\ \
7 “N~0 7 N 7
— — O
N g = A —— OHC. ~
'/ Oxydation L Condensation |
Déprotection X
@) N~ OM

Schéma 21. Structure des trois molécules cibles 29a, 29b et 29¢. Stratégie de synthése envisagée pour parvenir
aux composés 29 : condensation des deux fragments benzofuran-3(2H)-one et 6-méthoxypyridine-3-carboxaldé-

hyde, oxydation de la pyridine puis déprotection du phénol en position 4’.

142



CHAPITRE 2. CONCEPTION ET SYNTHESE DES DERIVES D’AURONES MODULATEURS

et les conditions de condensation aldolique utilisées classiquement semblent difficilement
compatibles avec la présence d’un motif N-oxyde. Nous avons donc opté pour une condensa-
tion préalable des deux fragments évoqués ci-dessus, suivie de I’oxydation de la pyridine et

enfin de la déprotection du groupement méthoxyle.

2.3.2 Condensation aldolique

La condensation aldolique a été menée en présence de potasse dans le méthanol a re-
flux pour la préparation des dérivés 30a et 30b a partir des précurseurs 2a et 5a et du 6-
méthoxypyridine-3-carboxaldéhyde. Le traitement par HCI aqueux aprés évaporation du mé-
thanol en fin de réaction meéne a la précipitation d’un chlorhydrate qui reste insoluble dans
I’eau et peut donc étre collecté par simple filtration. Les composés obtenus sont d’une pureté

suffisante pour les mettre en jeu dans la suite de la synthése sans purification supplémentaire.

OMe
\
KOH/H,O [ N
2 R
Rs (0] | XN OMe MeOH Re (0] o
+
N o
OHC _ 65 °C
R, © R, ©
R4=H,R6=OH R4=H,R6=OH
2a 30a (93%)
R4=OH,R6=H R4=OH,R6:H
5a 30b (94%)
OMe
\
KOH/H,O [ N
2 _
+
N 80 °C
OHC™ ;
OH o) Méthode B OH o)
2b 30c (93%)
OMe
\
KOH/H,O / N
2 JR—
MeO o) @OMe MeOH MeO e} B
+
org” >N 25°C
OMe ©O OMe ©O
7a 30d (83%)

Schéma 22. Méthodes de condensation aldolique des précurseurs 2a, 2b, 5a et 7a avec le 6-méthoxypyridine-3-

carboxaldéhyde.
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Le dérivé 30c est quant a lui préparé selon la méthode B a partir de 2b et du 6-
méthoxypyridine-3-carboxaldéhyde, en présence d’un mélange de potasse a 50% et d’éthanol
dans une proportion 2/1. De la méme manicre, le chlorhydrate formé par le traitement acide a
la fin de la réaction est insoluble dans I’eau : il est récupéré par filtration et utilisé tel quel.
Etant donnée la nécessité de protéger les groupements phénols lors des étapes suivantes de la
synthése, nous avons également réalisé une condensation entre le précurseur diméthoxylé 7a
et le 6-méthoxypyridine-3-carboxaldéhyde, afin d’obtenir un composé directement protégé
par deux groupements méthoxyles. Ce dérivé 30d a été préparé a température ambiante en
présence de potasse dans le méthanol. Il forme des cristaux en fin de réaction, qui sont ensuite
recristallisés dans le méthanol pour donner le produit pur. Avec ces quatre composés en main,
nous avons entrepris de déterminer les conditions et réactifs favorables pour 1’oxydation de la

pyridine.

2.3.3 Protection et oxydation de la pyridine

Des essais d’oxydation directe du motif pyridine présent dans les bases libres des
composés 30a et 30b se sont heurtés a des problémes de solubilité, notamment dans le dichlo-
rométhane. Ainsi, la réaction de 30a avec du m-CPBA dans le dichlorométhane est vouée a
I’échec. Nous avons donc décidé de protéger les groupements phénols présents sur le cycle A
des aurones afin de garantir leur solubilité. Le groupement acétoxyle est particuliérement
adapté dans ce cas de figure : il supporte bien les conditions d’oxydation et peut étre déproté-
gé dans des conditions compatibles avec la présence d’un groupement pyridine-N-oxyde. Les
composés 30a et 30b ont donc €té protégés par réaction avec ’anhydride acétique a reflux
pendant une nuit. Apres ajout d’eau, I’extraction au dichlorométhane meéne a la récupération
des produits purs 31a et 31b, utilisables tels quels, avec des rendements quasiment quantita-
tifs. Ces composés ont été mis en réaction avec un adduit urée — eau oxygénée (UHP) en pré-
sence d’anhydride trifluoroacétique (TFAA), qui a permis I’oxydation de 1’atome d’azote de
la pyridine avec des rendements relativement bons (60 — 65% pour 32a et 32b), comme décrit
par Caron et al. en 2000 [337]. Les produits 32a et 32b ont été purifiés sur colonne de gel de
silice. Le composé 4,6-diméthoxylé 30d a été mis en réaction avec 1’adduit UHP et avec m-
CPBA, mais dans les deux cas aucune oxydation significative n’a été observée. Nous avons
donc protégé 1’analogue 4,6-dihydroxylé 30¢ par des groupements acétoxyles, de la méme
manicre que précédemment. Le produit 31c formé a ensuite réagi avec 1’adduit UHP pour

donner le dérivé oxydé 32¢, avec un rendement plus faible cependant (25%).
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Schéma 23. Méthode d’oxydation des composés 30a, 30b et 30c¢ par protection des groupements phénols et

réaction avec un adduit urée — H,O,. Conditions réactionnelles testées pour 1’oxydation de 30d, sans succes.

2.3.4 Déprotection et purification

Les composés 32a, 32b et 32¢ nécessitent une étape de déprotection, a la fois des phé-
nols présents sur le cycle A, mais également du groupement 2-hydroxypyridine sur le cycle B.
Une méthode proposée par Zhang ef al. consiste a porter a reflux le composé dans un mélange
de méthanol et d’acide chlorhydrique dilué (1 N) [338]. Ces conditions, appliquées pendant
une nuit, sont 3 méme d’éliminer les groupements acétoxyles, ainsi que le groupement mé-
thoxyle, rendu plus labile par la présence du motif pyridine-N-oxyde a proximité. Aprés une
nuit de réaction, un précipité se forme dans le milieu, qui est collecté. Les trois produits obte-
nus de cette manicre, 29a, 29b et 29c¢, se sont révélés hautement insolubles dans presque tous
les solvants, a I’exception du DMSO et de I’eau basique. IIs ont donc été lavés successive-
ment a 1’eau, au méthanol (ou a I’acétonitrile), puis a 1’éther diéthylique, une purification
classique sur colonne ou par recristallisation se révélant trés difficilement compatible avec le
profil de solubilité¢ des composés. Néanmoins les trois dérivés ont montré une pureté suffi-
sante en RMN 'H et en microanalyse pour étre engagés sur des tests enzymatiques. Les ren-

dements obtenus sont quant a eux plutdt élevés (72 — 83%).
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32b 29b (76%)
R4=R6=OAC R4=R6=OH
32c 29¢ (72%)

Schéma 24. Méthode de déprotection des composés 32a, 32b et 32¢ dans un mélange de HCI 1 N et de méthanol

a reflux.

Avec tous ces dérivés en main, des tests biologiques in vitro ont été entrepris. Ils ont

servi un double objectif : atteindre de meilleures performances d’inhibition au sein de la fa-

mille des aurones ; et explorer les interactions aurones / tyrosinase afin de révéler leur nature

et de comprendre plus précisément les mécanismes sous-jacents derriére les valeurs et les

courbes. Des calculs théoriques et des études d’interaction avec un complexe modele ont éga-

lement été réalisés. Tous ces travaux font I’objet des chapitres suivants.
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Chapitre 3. Evaluations biologiques et discussion

3.1 PROCEDE D’EVALUATION BIOLOGIQUE DES AURONES

Les mesures d’activité et les études cinétiques sur la tyrosinase de champignon, ainsi
que la caractérisation des produits d’oxydation, ont été réalisées par Carole Dubois a 1’Institut
des Sciences Moléculaires de Marseille, dans 1’équipe Biosciences du Dr. Marius Réglier
(Université Paul Cézanne). Les tests ont consisté a mettre en présence la tyrosinase de cham-
pignon, I’inhibiteur, ainsi que le substrat naturel de la tyrosinase, le L-DOPA, puis a observer
la modification d’absorbance de la solution a une longueur d’onde donnée a 1’aide d’un spec-
trophotometre UV-visible (la longueur d’onde en question est 475 nm pour les inhibiteurs et
activateurs, et dépend du composé pour les substrats). Aprés 5 minutes d’incubation, la vi-
tesse initiale de modification d’absorbance est relevée. La combinaison de plusieurs expé-
riences utilisant des concentrations différentes d’inhibiteurs et de L-DOPA permet de cons-
truire des courbes conduisant a la détermination des valeurs d’ICsg, de K;, de K,, et d’AH pré-

sentées ci-apres.

3.2 ACTIVITES IN VITRO DES AURONES ET ETUDES CINETIQUES

3.2.1 Criblage rapide de I’activité des aurones méthoxylées

Les aurones méthoxylées réunies au point 2.2.3 de cette partie ont été testées avec une
concentration d’aurone de 200 uM lors d’un premier criblage, afin de déterminer si des motifs
prometteurs apparaissent et d’établir une premiére relation structure-activité. Le motif HOP-
NO, identifié précédemment au laboratoire comme un bon inhibiteur de la tyrosinase, est éga-

lement testé a titre de comparaison. Ces résultats préliminaires sont résumés sur la Figure 42.
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Figure 42. Graphique représentant le pourcentage d’inhibition de la tyrosinase de champignon obtenu en pré-

sence de 200 uM d’inhibiteurs méthoxylés de type 20 et 28.

Les dérivés d’aurone et d’azaaurone méthoxylés étudiés au cours de ce travail ont ré-
vélé un pouvoir d’inhibition tres faible, inférieur ou égale a 30% lors de tests sur une concen-
tration de 200 uM de composé. Ces résultats sont concordants avec les valeurs d’inhibition
observées précédemment sur mélanocytes, ou la présence de groupements hydroxyles sur le
cycle B était nécessaire a I’activité. Cependant, la présence d’une substitution de type 4,6-
diméthoxyle était relativement tolérée sur mélanocytes, et le composé 20¢ menait & une inhi-
bition résiduelle de 14,5% a 100 uM (contre 69 — 75% pour les dérivés les plus actifs) [120].
En revanche, sur la tyrosinase de champignon isolée, le composé 20¢ ne se détache pratique-
ment pas des dérivés non hydroxylés comme 20i ou 20j. Le remplacement du squelette ben-
zofuran-3(2H)-one des aurones par un cycle indanone (composé¢ 28) meéne a une activité simi-

laire, voire plus faible encore.

3.2.2 Aurones polyhydroxylées et activité de type substrat alternatif

Les aurones possédant un groupement phénol en position 4’ sont celles qui ont précé-
demment été identifiées comme étant les plus actives contre la tyrosinase, lors des tests sur
mélanocytes. Avec des ICsy de 38,4, 31,7 et 38,0 uM respectivement, les composés 17¢, 18¢
et 21c partagent en effet un cycle A identique, comprenant un phénol dans cette position hau-

tement favorable pour I’activité. Au cours des investigations entreprises durant cette étude, il
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s’est avéré que les aurones 4’-hydroxylées n’étaient pas réellement des inhibiteurs, mais des
substrats alternatifs de I’enzyme. En effet, lors des tests d’évaluation biologique de ces com-
posés, la mise en présence de 1’aurone avec la tyrosinase méne a une modification visible du
spectre UV-visible du mélange avec le temps. La Figure 43 illustre cette modification
d’absorbance pour le composé 17¢, et notamment une décroissance de la bande d’absorption a
400 nm (caractéristique d’une aurone) et une croissance de la bande d’absorption a 499 nm
(caractéristique d’une quinone). La présence de deux points isobestiques a 348 et 446 nm in-
dique en outre que cette modification de la structure de 1’aurone s’accompagne de la forma-

tion d’un unique produit.
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Figure 43. Spectres d’absorption UV-visible d’un mélange d’aurone 17¢ (4,37 pM) et de tyrosinase de champi-
gnon (3,3 pg) dans un tampon phosphate (50 mM, pH 7), enregistrés toutes les minutes jusqu’a 5 minutes et

superposeés.

Les catéchols 17e, 18p et 21e (correspondant a 17¢, 18c¢ et 21¢ respectivement) ont été
testés et sont eux aussi des substrats alternatifs de la tyrosinase. Ce phénomene n’est pas réel-
lement une surprise, étant donnée la propension de la tyrosinase a effectuer 1’oxydation des
phénols et catéchols en quinone (activités monophénolase et diphénolase), un élément condui-
sant a I’hypothése de la formation de quinones a partir des aurones. Cette hypothése est ren-
forcée par le signal croissant a 500 nm en spectrophotométrie UV-visible, mais doit étre véri-
fiée, notamment pour déterminer sur quel cycle se déroule 1’oxydation. Cependant, les pro-
duits de réaction avec la tyrosinase sont trop instables pour permettre leur caractérisation

complete, ce qui constitue d’ailleurs un indice supplémentaire, les quinones étant connues
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pour leur instabilité. Ce probléme a été contourné par 1’ajout de NaBH;CN en fin de réaction,
qui a permis la réduction des quinones formées en catéchols stables. Une analyse HPLC a par
exemple révélé la formation de 30% de catéchol 17e lors de la réaction de la tyrosinase avec
17¢, suivie d’un traitement par NaBH;CN. Une analyse cinétique a conduit a la détermination
d’un comportement non Michaelis-Menten de 17¢ et 17e, avec une forme sigmoide caractéris-
tique d’un mécanisme coopératif (la liaison d’un substrat augmente 1’affinité¢ de 1’enzyme

pour un autre substrat, Figure 44) qui indique la présence d’au moins deux sites de fixation.
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Figure 44. Courbes de vitesse initiale de 1’oxydation de 17¢ (a) et 17e (b) catalysées par la tyrosinase en fonc-

tion de la concentration en substrat. Les courbes de Hill sont présentées en insert.

Ces expériences révelent donc une oxydation par la tyrosinase localisée sur le cycle B.
Cet ¢lément est par ailleurs cohérent avec la stricte limitation structurale gouvernant la pro-
priété de substrat alternatif sur ce cycle : seules les aurones portant un phénol en position 4’
ou un catéchol en 3’ et 4’ sont oxydées par I’enzyme, et seulement si aucun autre groupement
n’est présent sur le cycle B. Le cycle A en revanche peut étre diversement substitué : outre
17c et 17e, les composés 18¢, 18p, 19, 21c¢ et 21e constituent également des substrats alterna-
tifs oxydés par I’enzyme. La constante de Michaelis a été calculée pour chacun de ces subs-
trats, et ces valeurs sont réunies dans le Tableau 13. D’une manicre générale, on observe que
les constantes associées aux phénols sont plus basses que celles des catéchols correspondants
(K, = 4,8 uM pour 17¢ contre 288 uM pour 17e; K, = 18,2 uM pour 21¢ contre 52,9 uM
pour 21e), ce qui est cohérent avec les K,, reportés dans la littérature (en particulier, K,, =210

UM pour la L-tyrosine et 800 uM pour le L-DOPA) [339].
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Composé R4 R; R¢ Rs Aimax (M) K, (uM)
17¢ H H OH H 387 4,8 +£0,1
17e H H OH OH 406 288 £ 10
18¢ OH H H H 422 n.d.
18p OH H H OH 420 51+10

19 H OH H H 422 n.d.
21c OH H OH H 475 18,2+0,1
21e OH H OH OH 475 52,9+0,3

Tableau 13. Valeurs des K,, (constante de Michaelis) déterminées pour les 4’-hydroxyaurones et 3’,4’-dihydro-

xyaurones et longueur d’onde de travail pour chaque composé.

3.2.3 Aurones polyhydroxylées et activation de la tyrosinase

Si ’oxydation des 4’-hydroxy- et 3’,4’-dihydroxyaurones par la tyrosinase n’est pas

réellement une surprise, d’autres aurones diversement hydroxylées ont révélé un potentiel

d’activation de I’enzyme, ce qui est plus surprenant. Ainsi, les dérivés d’aurones 2’- ou 3’-

hydroxylés testés n’ont pas réagi avec la tyrosinase (le spectre UV-visible du mélange aurone

— tyrosinase est resté constant), mais ont mené a une augmentation de la vitesse d’oxydation
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Figure 45. Courbes de 1/V* en fonction de I’inverse de la concentration en activateurs hyperboliques pour les

composés 17a et 17b.
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du L-DOPA par I’enzyme. Les composés 17a et 17b ont en particulier montré sur un gra-
phique en double réciproque un comportement d’activateur hyperbolique (Figure 45). Ces
aurones 17a et 17b, ainsi que les autres dérivés 2°- et 3’-hydroxylés 18a, 18b et 21b, ont éga-
lement été testées a 700 uM en présence de tyrosinase de champignon et de L-DOPA, afin de
mesurer leur activité hyperbolique (AH) qui correspond au pourcentage d’augmentation de la

vitesse maximale d’oxydation du L-DOPA. Ces activités sont reportées dans le Tableau 14.

Composé R4 Rg R, Ry AH (%)
17a H OH OH H 240
17b H OH H OH 120
18a OH H OH H 200
18b OH H H OH 170
21b OH OH H OH 150

Tableau 14. Valeurs des activités hyperboliques (AH) déterminées pour les 2’-hydroxy- et 3’-hydroxyaurones

en présence de 700 uM d’activateur.

Ces activateurs se fixent probablement sur au moins un site allostérique de la tyrosi-
nase, permettant par ce biais une modification de I’enzyme et entrainant son activation. Ce
mécanisme se rapproche du comportement coopératif des substrats présentés précédemment.
En effet, ces classes d’aurone polyhydroxylées se lient I’'une comme I’autre probablement a
un site allostérique. La classe des substrats pouvant étre oxydée par ’enzyme, elle revét un
caractere coopératif qui peut €tre interprété comme une activation de la tyrosinase par un
substrat se fixant sur le site allostérique, qui favorise I’oxydation d’un deuxiéme substrat au
niveau du site actif. Le mécanisme d’action des activateurs présentés ici est sans doute tres
similaire, a ceci pres qu’ils ne sont pas oxydables par I’enzyme (la présence du phénol en po-
sition 2’ ou 3’ menant probablement a des contraintes stériques) et permettent donc unique-

ment 1’activation de la tyrosinase pour un autre substrat connu.

3.2.4 Aurones inhibitrices : du motif résorcinol aux dérivés hybrides

Le motif résorcinol est un élément structural connu pour conférer un potentiel
d’inhibition de la tyrosinase accru a de nombreuses classes de molécules, notamment les fla-

vonoides. Dans cette étude, la présence d’un groupement phénol en position 2’ semble préve-
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nir I’oxydation du phénol en position 4’ par la tyrosinase. Ce motif meéne donc a des aurones
montrant une véritable inhibition de I’enzyme, de type mixte. Parmi les aurones portant un
motif résorcinol sur le cycle B, les composés 180 et 21d présentent une inhibition mixte, avec
des composantes majoritaires respectivement compétitive et anti-compétitive. Le composé
17d, en revanche, ne montre aucune activité notable sur la tyrosinase, ce qui constitue une
surprise. L’absence de groupements phénols sur le cycle B peut également permettre de pré-
venir I’oxydation de ce cycle par la tyrosinase. Cependant, les composés 18n et 21j n’ont

montré aucune activité lors des tests sur I’enzyme isolée.

5 T I I I I 16 T T T T
’ K, =1.62+0.28 uM K_=127+0.15 uM

14 L

1.2 -

0.6 -

1/V 3P x 1000 (s ADO™)

m

0.4+

K “/v% (M's ADO™)
o

0.2

K IV=027002Ms ADO”

-1 0 1 2 3 4 5 6 -1 1 2 3 4 5 6
[29a] (uM) [29a] (uM)

f 1/v=11310°+0.1210°ADOs" |
0 | | | | | | 0

|
0

Figure 46. Courbes de 1/V*® et de K,***/V*” en fonction de la concentration en inhibiteur 29a, et constantes

d’inhibitions associées.

Le motif HOPNO, précédemment décrit comme un bon chélateur du cuivre et inhibi-
teur de la tyrosinase, est également connu comme un mime du motif catéchol. Cependant,
contrairement au catéchol, le HOPNO n’est pas oxydable par la tyrosinase et permet donc une
inhibition réelle de I’enzyme. Les trois composés « hybrides » 29a, 29b et 29¢, possédant un
squelette aurone sur lequel est branché le motif HOPNO, présentent une forte inhibition de la
tyrosinase, de type mixte, avec des valeurs de K;. et de K;, assez proches (la détermination de
ces valeurs via les courbes de Michaelis-Menten pour 29a est présentée en Figure 46). Ces
valeurs sont par ailleurs similaires au K; observé pour la molécule HOPNO (K; = 1,8 uM), qui
est un inhibiteur purement compétitif. Néanmoins le dérivé 29¢ est un inhibiteur plus puissant
de la tyrosinase, avec un K;. sub-micromolaire de 0,34 uM. Le caractére mixte de 1’inhibition

par les dérivés de type résorcinol et hybride signifie qu’il existe trés probablement un site de
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fixation allostérique pour ces composés, qui interagissent par ailleurs directement avec le site
actif. Ces ¢léments confirment une fois de plus la probable existence d’un site de fixation

pour les aurones, distinct du site actif de ’enzyme.
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Tableau 15. Valeurs des constantes d’inhibition compétitive (K;.) et anti-compétitive (K;,) pour les aurones de

type résorcinol, hybride et B-désoxy. La mention n.a. signifie qu’aucune activité n’a été observée.

3.3 COHERENCE GENERALE ET HYPOTHESE D'INTERACTION

Les comportements observés pour les aurones diversement substituées peuvent au
premier abord sembler curieux. En effet, en modulant la position des groupements phénols sur
le cycle B, on parvient a des aurones de type substrat, inhibiteur, activateur ou méme sans
activité. Cependant, en prenant en compte les mécanismes d’action de ces différents compo-
sés, il est possible d’émettre une hypotheése cohérente selon laquelle il existe deux sites de
fixation des aurones : le site actif, ou se forme une interaction avec les cuivres ; et un site al-
lostérique inconnu. Etant donnée la structure en tétramére (H,L,) de la tyrosinase de champi-
gnon publiée trés récemment [278], il est en outre possible que la fixation des aurones sur un
deuxieme site perturbe cet assemblage supramoléculaire et conduise a 1’activation de la tyro-

sinase. Ainsi, cette hypothese peut expliquer les activités hétéroclites des aurones :

(a) les composés de type substrat opérent selon un mécanisme coopératif, indiquant
qu’il existe un site alternatif ou peut se fixer un ligand, ce qui permet d’augmenter 1’affinité

de I’enzyme pour le substrat au niveau du site actif.
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(b) les composés de type activateur se fixent également sur le site alternatif, mais ils
possédent une affinité¢ faible pour le site actif, due a 1’absence de groupements phénols ou
catéchols orientés vers les atomes de cuivre. Le changement de géométrie au sein du site actif

se traduit donc par une augmentation de I’activité de la tyrosinase pour le substrat naturel.

(c) les composés de type inhibiteur montrent un mode d’inhibition mixte, ce qui signi-
fie qu’ils interagissent avec le site actif et un site allostérique en méme temps. Ce phénomene

est reflété par les constantes d’inhibition compétitive et anti-compétitive, trés proches.
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Figure 47. Modes d’action des aurones selon trois mécanismes différents.

155



PARTIE 4. MODULATION DE LA TYROSINASE PAR LES AURONES ET DERIVES HYBRIDES

Chapitre 4. Etudes d’interaction avec les atomes de

cuivre sur complexe modele

4.1 INTRODUCTION

Les ¢tudes d’interaction par spectroscopie, ainsi que les calculs théoriques, ont été réa-
lisées respectivement par les Drs. Constance Bochot et Maylis Orio au Département de Chi-
mie Moléculaire de Grenoble, dans les équipes CIRE et CT et sous la direction des Drs. Ca-
therine Belle et Héléne Jamet (Université Joseph Fourier). Ces travaux sont présentés ici de
maniére succincte car ils permettent une compréhension globale du mécanisme d’action des
aurones et font partie intégrante du projet pluridisciplinaire concernant les aurones comme

outils pour 1’¢lucidation de mécanismes liés a la tyrosinase (projet supporté par I’ANR).

4.2 ETUDE EXPERIMENTALE PAR TECHNIQUES SPECTROSCOPIQUES

La difficulté de cristallisation de la tyrosinase est telle qu’il a fallu attendre 2006 avant
d’assister au premier succes dans une telle entreprise. Une étude d’interactions ne peut donc
pas raisonnablement se baser sur des structures cristallographiques de complexes ligand —
tyrosinase. L’étude spectroscopique des interactions entre des inhibiteurs et la tyrosinase est
¢galement difficile : les aurones présentent de treés grands coefficients d’extinction molaire et
une éventuelle interaction avec la tyrosinase n’est pas observable sur un spectre UV-visible de
I’enzyme. De plus, les techniques de RMN sont compliquées & mettre en ceuvre dans le cas
d’enzymes paramagnétiques. Pour ces raisons, 1’utilisation d’un complexe modéle (le com-
plexe I) mimant a la fois la structure et ’activité de la tyrosinase semble constituer la méthode

de choix pour les premieres études du mode de fixation des aurones sur le centre binucléaire
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de cuivre. La co-cristallisation de I avec le chélatant HOPNO a précédemment permis
d’identifier les modes de fixation de ce motif, qui chélate un seul atome de cuivre, ou forme
un pont entre les deux centres. Malheureusement, les essais de co-cristallisations entrepris
avec le dérivé hybride 29a ont pour le moment échoué. Cependant, le spectre RPE d’un mé-
lange I — 29a indique une interaction entre les deux molécules : d’un spectre silencieux carac-
téristique de I et d’un couplage antiferromagnétique fort, on parvient avec 1’ajout de 29a a
I’apparition d’un signal caractéristique d’ions cuivre(Il) et d’un couplage magnétique, ce qui
révele une modification de la géométrie et des propriétés magnétiques du complexe I apres

addition de 1’aurone.
_l 2+

29a

Schéma 25. Modes de fixation envisagés du composé 29a sur le complexe modéle I qui mime la structure et

I’activité de la tyrosinase.

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Magnetic field (mT)

Figure 48. Spectre RPE du complexe I seul dans un mélange 1/1 d’HEPES (50 mM, pH 7) / DMSO en solution
gelée (vert), et apres ajout d’un équivalent du composé hybride 29a (rose). Conditions RPE : 100 K, 9,33 GHz,

fréquence de modulation 100 kHz, amplitude de modulation 0,2 mT.
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4.3 ETUDE PAR CALCULS THEORIQUES

L’utilisation de techniques de calculs théoriques nous ont permis d’en savoir un peu
plus sur le mode de fixation des aurones, notamment de 1’hybride 29a. D’apres les études pré-
cédentes sur le motif HOPNO, deux types de fixation sont envisagées : un mode « 29a-ch »,
ou un seul des deux cuivres se trouve chélaté par le motif HOPNO, et un mode « 29a-bg », ou
le motif HOPNO forme un pont entre les deux centres de cuivre. Le mode 29a-ch présente
une distance Cu-Cu plus importante, ce qui diminue les interactions entre les deux atomes de
cuivre et méne a un couplage ferromagnétique faible (J = 12 cm™). Ces observations concor-
dent avec le spectre RPE obtenu pour le mélange I — 29a. En revanche, le mode 29a-bg pré-
sente un fort couplage antiferromagnétique (J = -255 cm™), ce qui est contraire aux observa-
tions en RPE. Cela suggere fortement que le composé 29a interagit avec I selon un mode de
fixation chélatant, tout comme le petit motif HOPNO testé précédemment. En outre, la stabili-
té relative des deux modes de fixation a été évaluée par une approche théorique, et conforte
29a-ch comme mode privilégié avec un gain de stabilité de 16,0 kcal.mol™ comparé au mode

29a-bg.

(+16 kcal.mol™)

Figure 49. Représentation graphique des modes de fixation envisagés du composé¢ 29a sur le complexe I, et

énergies calculées pour chacun de ces modes.
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Chapitre 5. Conclusion et perspectives

Ce travalil fait I’objet d’un article actuellement soumis a Chemistry: A European Jour-
nal. 11 a consisté en la synthése d’analogues d’aurone diversement hydroxylés, ainsi que de
trois aurones hybrides. L’évaluation biologique de ces composés a mené a ’identification de
comportements différents et originaux vis a vis de la tyrosinase. Les composés portant un
phénol en position 4°, ou un catéchol en 3°,4’ sont des substrats alternatifs et sont oxydés par
I’enzyme. Les composés portant un phénol en position 2’ ou 3’ sont des activateurs hyperbo-
liques. Enfin, les dérivés portant un motif résorcinol ou HOPNO sont des inhibiteurs de type
mixte. Ces trois comportements trouvent une place logique dans I’hypothese de la présence
d’un site allostérique influengant le site actif. Des études théoriques et d’interaction avec un
complexe modele ont en outre conduit a une meilleure compréhension de la fixation au niveau

des atomes de cuivre.

Quelques perspectives s’ouvrent également avec ce travail. L’exploration systéma-
tique des positions hydroxylées des aurones peut ainsi €tre poursuivie, notamment avec la
synthese des dérivés 5- et 7-hydroxylés (cycle A), 2°,3’-dihydroxylés, 3°,5’-dihydroxylés et
3°,4°,5’-trihydroxylés (cycle B). La co-cristallisation d’une aurone avec le complexe modele
permettrait d’ameéliorer notre compréhension du mode réel de fixation, notamment pour le
motif HOPNO. Enfin, les dérivés les plus actifs doivent étre testés sur les enzymes bacté-
rienne et humaine, ainsi que sur mélanocytes, afin d’évaluer leur potentiel pour une future

utilisation thérapeutique.
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CHAPITRE 1. AVANT-PROPOS

Chapitre 1. Avant-propos

Ce travail de thése s’est essentiellement articulé autour de la famille des aurones, de la
syntheése chimique, et des outils de chimie médicinale, comme 1’établissement de relations
structure-activité et 1’utilisation de la modélisation moléculaire. Néanmoins, afin de pouvoir
diversifier tout a la fois la chimie de synthése employée, le domaine d’exploration, ainsi que
les structures des composés étudiés, j’ai consacré une partie de ma troisieme année de thése a
un projet non prévu dans son cadre initial. Ce travail s’inscrit dans la découverte au labora-
toire de 1’existence du tramadol au sein d’une plante africaine, Nauclea latifolia, et m’a per-
mis de travailler des aspects différents de la chimie-biologie : la séparation d’énantiomeéres et

la synthése biomimétique d’un alcaloide.

Ce projet a été mené en collaboration avec le Dr. Michel De Waard de I’Institut des
Neurosciences de Grenoble, et le Dr. Thierry Lomberget du laboratoire Biomolécules, Cancer

et Chimiorésistances dirigé par Marc Le Borgne (Université Claude Bernard, Lyon).
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Chapitre 2. Le tramadol et Nauclea latifolia

2.1 ACTIVITES BIOLOGIQUES ET CONSTITUANTS DE NAUCLEA LATIFOLIA

2.1.1 L’arbuste Nauclea latifolia en médecine traditionnelle

Nauclea latifolia est un arbuste appartenant a la famille des Rubiacées, largement pré-
sent dans les foréts humides des savanes d’Afrique continentale. Il pousse jusqu’a 200 meétres
d’altitude et peut atteindre 4 a 6 métres de hauteur. Il est également connu sous le nom scien-
tifique de Nauclea esculentus et sous le nom usuel de pécher africain. Utilisée depuis long-
temps en médecine traditionnelle d’Afrique de I’est et de 1’ouest, cette plante permet de traiter
différentes pathologies. Son écorce, ses feuilles, ses racines et ses fruits (Figure 50) sont en
effet employées dans des cas de fievre, de fievre jaune, de paludisme et de dysfonctionne-
ments du systeme nerveux central comme I’épilepsie. Des guérisseurs traditionnels camerou-
nais utiliseraient également des extraits de cet arbre pour lutter contre la douleur, I’anxiété et
I’agitation. Responsables de ces activités, plusieurs alcaloides et triterpénoides ont été identi-
fiés et extraits de différentes parties de la plante. Certains d’entre eux n’ont été extraits que de

Nauclea latifolia.

2.1.2 Activités antiparasitaires et antibactériennes

Nauclea latifolia a révélé de nombreuses activités biologiques. Parmi celles-ci, son ac-
tion antipaludique et, d’une maniere plus générale, antiparasitaire, a été largement décrite
dans la littérature. Des décoctions et des infusions provenant des racines et du tronc de la
plante ont montré une inhibition importante de la croissance de cultures de Plasmodium falci-
parum, sur des souches résistantes et sensibles a la chloroquine. Les ICsy obtenus sont de

I’ordre de 1 pg/mL, voire moins, et semblent meilleurs pour les extraits de racine. Ces valeurs
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Figure 50. Photographie de 1’arbuste Nauclea latifolia, dont différentes parties sont utilisées en médecine tradi-

tionnelle d’ Afrique subsaharienne.

sont inférieures a celles trouvées pour des plantes antipaludiques de référence, comme
Artemisia annua ou Azadirachta indica (ICsy = 3,9 pg/mL et 2,35 — 12,5 pg/mL respective-
ment) [340]. Ces éléments ont conduit le National Institute for Pharmaceutical Research and
Development (NIPRD) nigérian a développer un remeéde réalisé a partir des racines de Nau-
clea latifolia, le Niprd-AM1®, qui permet de traiter une population n’ayant pratiquement pas
acces aux médicaments antipaludiques sur le marché [341]. Cependant, une fraction des alca-
loides présents dans 1’arbuste induirait des activités génotoxique et mutagéne, ce qui n’a pas
¢été observé lors de la pratique de la médecine traditionnelle locale [342]. La plante a égale-
ment prouvé son efficacité comme anthelminthique. En effet, des extraits aqueux de 1’écorce
de tronc de N. latifolia ont permis de supprimer la production d’ceufs chez les nématodes, sans
doute par le biais d’une inhibition de la synthése protéique des parasites. Apres cing jours de
traitement par une dose de 1,6 g/kg d’extrait, le nombre d’ceufs générés par les nématodes
diminue de 94% [343]. L’extrait éthanolique de la plante serait en outre légérement plus actif

que P’extrait aqueux (LCsp = 0,650 mg/mL contre 0,704 mg/mL respectivement) [344]. C’est
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¢galement le cas en ce qui concerne ’activité antibactérienne des extraits de feuilles, tronc et
racines de N. latifolia. L’extrait alcoolique des feuilles permet une zone d’inhibition de proli-
fération bactérienne de 10 — 20 mm pour Staphylococcus aureus et de 16 — 24 mm pour Pseu-
domonas aeruginosa (contre 10 — 18 mm et 20 — 23 mm respectivement pour 1’extrait aqueux)
[345]. 1l semble étre encore plus actif contre les bactéries Klebsiealla pneumonia et Shigella

dysenteriae [346].

2.1.3 Activités neuropharmacologiques

De nombreuses activités neuropharmacologiques ont également été identifiées sur dif-
férents extraits de N. latifolia. Un extrait aqueux de racine a par exemple montré a haute dose
des propriétés sédatives, menant a une réduction de 1’activité locomotrice et du comportement
exploratoire de souris. Une souris soumise a une dose de 50 mg/kg perd ainsi cinq sixiémes de
son activité motrice spontanée au bout d’une demi-heure. Cet extrait serait en réalité a
I’origine d’une interférence avec la transmission dopaminergique centrale, provoquée par les
saponines, une classe d’hétérosides contenue dans 1’arbuste [347]. Par ailleurs, il a été montré
que I’extrait aqueux pouvait augmenter la durée de sommeil induite par une administration de
diazépam sur souris. L.’administration de la décoction (80 mg/kg) permet en effet une aug-
mentation de la durée de sommeil d’un facteur cing. En outre, des propriétés anti-
convulsantes, et notamment antiépileptiques, ont également été découvertes, et la décoction
semble présenter une activité anxiolytique proche du diazépam a forte dose. Contrairement au
diazépam, I’extrait permettrait une activité antipyrétique, pouvant expliquer partiellement
I’emploi de cette plante en médecine traditionnelle dans le but de traiter la fievre [348]. Cette
activité semble étre également caractéristique des feuilles de la plante, ou elle s’accompagne
d’une action anti-inflammatoire menant par exemple a la diminution sensible du volume d’un
cedeme de pied induit chez le rat (diminution de moitié au bout de cinq heures pour un rat
traité¢ avec 1500 mg/kg d’extrait, par rapport & un rat témoin) [349]. Un extrait aqueux des
racines a enfin conduit a I’identification d’activités antidépressive et myorelaxante. Dans cette
étude, le test de nage forcée de souris est révélateur : traitées avec 160 mg/kg d’extrait, les
souris adoptent massivement un comportement de nage et délaissent leur comportement habi-
tuel d’immobilité. Le méme phénomene est observé avec la fluoxetine, un antidépresseur
connu [350]. Enfin, des propriétés analgésiques ont été identifiées trés récemment, qui vont
nous intéresser dans la suite de ce travail [351]. L’arbuste présente donc un panel extréme-
ment large d’activités neuropharmacologiques permettant de rationnaliser son utilisation en

médecine traditionnelle d’Afrique de I’ouest.
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2.1.4 Activités hypoglycémiques et hypocholestérolémiques

Le traitement du diabéte est 'une des nombreuses indications de N. latifolia en méde-
cine traditionnelle africaine. Ainsi, le traitement de rats diabétiques par un extrait aqueux de
feuilles de I’arbuste a une concentration de 200 mg/kg permet de réduire la glycémie initiale
de 44% au bout de trois heures. En revanche, soumis a la méme concentration d’extrait, des
rats non diabétiques n’ont pas montré de modification significative de leur glycémie apres la
méme période. Ces résultats contrastent avec ceux obtenus par traitement avec un médicament
antidiabétique connu, le glibenclamide : dans ce cas le composé meéne a une diminution du
taux de glycémie chez les deux types de rats [352]. Des extraits d’éthanol et d’hexane ont
présenté des propriétés différentes. En effet, si I’extrait d’hexane se révele totalement inactif
dans tous les cas, ’extrait alcoolique meéne a une diminution de la glycémie d’environ 20%
apres quatre heures a une concentration de 400 mg/kg d’extrait, que ce soit chez le rat diabé-
tique ou le rat normal [353]. Le fruit de N. latifolia a quant a lui montré une activité hypocho-
lestérolémique. Certains de ses constituants de type saponine et glycosides cyanogénétiques,
connus par ailleurs pour leur role hypoglycémique dans de nombreuses plantes, seraient en
effet responsables d’une diminution du cholestérol chez le rat. Nourri avec un supplément
constitué des fruits de N. latifolia, le rat passe d’une concentration de 136 mg/dL de cholesté-
rol & une concentration de moins de 90 mg/dL, soit une diminution d’un tiers [354]. Cette
activité a également été identifiée dans les feuilles : le traitement d’un rat diabétique avec 400
mg/kg d’extrait permet un retour a la normale des taux de cholestérol (159,6 mg/dL pour un
rat diabétique contre 129,9 mg/dL pour un rat normal et 128,1 mg/dL pour un rat diabétique

traité) et de triacylglycérols [355].

2.1.5 Composés extraits de Nauclea latifolia

Nauclea latifolia tire son potentiel pharmacologique d’un grand nombre d’especes
chimiques contenues en son sein, et réparties en plusieurs classes : les alcaloides, les flavo-
noides, les terpénoides, les saponines, les glycosides, les tannins, les anthraquinones ou en-
core les phénols, dont certains représentants ont été¢ identifiés structuralement. Des 1975,
quatre alcaloides ont été isolés et identifiés comme des dérivés de 1’angustine, un composé de
type indoloquinolizidine préalablement extrait de Strychnos angustiflora. Deux de ces molé-
cules, la naucléfine et la nauclétine, constituaient des structures originales [356]. Dans les
années 2000, de nombreux autres alcaloides appartenant a la méme famille ont été découverts

dans 1’écorce et le bois de Nauclea latifolia. Les naucléamides A a E, ainsi que les composés
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connus strictosamide, 10-hydroxystrictosamide et tétrahydrodésoxycordifoline sont en effet
des dérivés de I’angustine présentant parfois de fortes modifications structurales comme des

ouvertures de cycles, des remplacements d’hétéroatomes, ou I’introduction de groupements

Nauclétine
(@]
N
> N\ /

N
N OH

/ OH

Naucléamide A Naucléamide C Naucléamide D

CO,H

Naucléamide E Tétrahydrodésoxycordifoline Naucléfolinine

Naucléamide F Acide rotundique

Squaléne

Figure 51. Quelques dérivés d’alcaloides et de triterpénoides identifiés dans différents organes de 1’arbuste Nau-

clea latifolia.
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glucosides [357]. Le naucléamide F est un dérivé particulier dont la structure comprend un
cycle 1,3,5-trioxepane fusionné avec un dihydropyrane et une unité de glucose [358]. Un
autre alcaloide extrait, la naucléfolinine, posséde également une forte analogie structurale
avec I’angustine. Cinq triterpénes connus par ailleurs ont en outre été identifiés : il s’agit de
I’acide rotundique, de I’acide a-L-rhamnoquinovique, du 3-O-B-D-glucopyranosyl-f-
sitostérol, du squaléne et du sitostérol-3-O-6’-stéaroyl-B-D-glucopyranoside [359]. Quelques

composés caractéristiques sont présentés en Figure 51.

2.2 UTILISATION ET ACTIVITE BIOLOGIQUE DU TRAMADOL

Le tramadol, dont la structure est présentée en Figure 52, est un médicament opioide
analgésique actuellement sur le marché, et commercialisé notamment sous les marques Zu-
malgic, Monoalgic, Monocrixo ou encore Ixprim (en conjugaison avec du paracétamol dans
ce dernier cas). Antalgique de classe 2, son mode d’action n’est pas totalement connu méme
s’il se fixe probablement sur les récepteurs opioide et empéche la recapture de la sérotonine et
de la noradrénaline. Il est classiquement utilisé en tant que mélange racémique du diastéréoi-
somere nommé cis en nomenclature [UPAC, mais bien souvent trans dans I’appellation cou-
rante (nous le nommerons cis dans cette étude), avec des doses de 50 a 100 mg. Les deux
énantiomeres de ce mélange possédent une activité analgésique, mais selon des mécanismes
différents. Le composé présente €également d’autres effets, notamment gastro-intestinaux ou
immunitaires. En revanche il n’influence pas la respiration comme le font la plupart des autres
opioides. Il est particulierement indiqué pour les douleurs aigué€s modérées a séveres, et se
révele tres utile chez les patients dont les fonctions cardio-pulmonaires sont pauvres, comme
les personnes aggées, les obeses, les fumeurs, ainsi que les patients venant de subir une opéra-

tion du thorax par exemple. Il peut également convenir pour le traitement d’une douleur chro-

OMe OMe
OH OH
A H
NO NO
(1R,2R)-Tramadol (18,2S)-Tramadol

Figure 52. Structure des deux énantiomeres de la base libre du cis-tramadol, dont la forme racémique est utilisée

comme analgésique.
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nique [360]. Cependant, la pharmacodépendance associée a une prise de longue durée du tra-

madol peut mener a une utilisation détournée de type toxicomaniaque de ce composé.
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Figure 53. Spectres RMN 'H : (2) d’un extrait dans le chloroforme purifié provenant d’écorces de Nauclea lati-

folia ; (b) de la base libre du tramadol commercial.

2.3 DECOUVERTE ET EXTRACTION DU TRAMADOL

Un extrait d’écorce de Nauclea latifolia a permis en 2011 d’identifier au laboratoire un
dérivé d’alcaloide, qui s’est révélé étre le tramadol en version racémique. Il s’agit ici de la
premicre découverte d’une occurrence naturelle pour ce composé développé originellement
par la compagnie Griinenthal GmbH dans les années 1970, de maniére purement synthétique.
Si des exemples d’identification au sein d’une plante d’une classe de composés préalablement
synthétisés existent dans la littérature (le cas des tacamonines, ou pseudovincamones, des
alcaloides identifiés pour la premicre fois chez Tabernaemontana eglandulosa en 1984 aprés
avoir été synthétisés par Massiot ef al. deux ans plus tot) [361,362], la découverte du caractére

naturel d’un produit synthétique présent sur le marché est un cas unique. Provenant d’un ex-

170



CHAPITRE 2. LE TRAMADOL ET NAUCLEA LATIFOLIA

trait éthanolique de I’arbuste, le tramadol a été précipité par I’ajout de diéthyléther saturé en
acide chlorhydrique sur le résidu sec. La collecte du solide blanc a permis I’analyse et la ca-
ractérisation de I’échantillon. Les spectres RMN du proton et du carbone 13 obtenus sur le
compos¢ extrait sont en tous points similaires a ceux d’un échantillon de tramadol obtenu de
source commerciale (les spectres RMN 'H sont présentés en Figure 53). De plus, la cristallisa-
tion du compos¢ a permis I’obtention d’une structure cristallographique ne laissant aucune
place au doute quant a la nature du composé extrait. L’image ORTEP de cette structure est

présentée en Figure 54, et correspond parfaitement au chlorhydrate de cis-tramadol.

/

Figure 54. ORTEP de la structure cristallographique obtenue par diffraction des rayons X du chlorhydrate de

cis-tramadol, accompagné d’une molécule d’acétonitrile (solvant de cristallisation).

Dans le cadre de cette découverte, nous avons entrepris deux travaux : (a) I’isolement
des deux énantiomeres du tramadol racémique afin d’obtenir des références a la fois pour

comparer ces énantiomeres a la substance extraite, et pour les évaluer lors de différents tests
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biologiques ; et (b) I’étude d’une voie de synthése du tramadol dont la derni¢re étape permet-
trait de mimer un possible mécanisme de biosynthése du composé dans I’arbuste. Ces études

constituent I’objet des deux chapitres suivants.
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Chapitre 3. Séparation des énantiomeres du tramadol

3.1 OBJECTIF ET METHODES

La séparation des énantiomeres du tramadol a partir du mélange racémique commer-
cial recouvre deux applications dans le cadre du projet mené au laboratoire. En premier lieu, il
s’agit d’obtenir deux références énantiopures, ou trés énantioenrichies, des énantiomeres (+)
et (-) du tramadol, afin de comparer leur profil HPLC respectif avec les différents échantillons
extraits de Nauclea latifolia. Ces énantioméres purs ne sont en effet pas disponibles commer-
cialement, et sont nécessaires afin d’évaluer les quantités relatives de chacun d’eux dans la
plante. Ensuite, cette séparation permet de réaliser des tests biologiques sur les deux isomeres
séparés pour évaluer leur potentiel respectif, notamment dans le cadre du traitement de

I’épilepsie ou le tramadol a récemment montré un profil intéressant.

3.2 UTILISATION DE L’ACIDE MANDELIQUE

La résolution des énantioméres du cis-tramadol via la formation de diastéréoisomeres
avec 1’acide mandélique a été décrite en 2000 par Itov et al., ainsi qu’en 2002 par Evans et al.
[363,364]. Cependant, les protocoles proposés concernent une échelle semi-industrielle, a
destination du développement. Nous avons donc tenté de les adapter a une résolution de labo-
ratoire, a 1’échelle du gramme. Ainsi, la base libre du cis-tramadol commercial, préparée par
traitement du chlorhydrate par un mélange NaHCO; / Na,COs, a été diluée dans 1’acétate
d’éthyle et le mélange a été chauffé a 70 °C. Une solution d’acide (+)-mandélique dans
I’acétate d’éthyle a 40 °C a ensuite été ajoutée a hauteur de 0,75 équivalent, puis la solution

résultante a été laissée a refroidir une nuit a température ambiante. Aucune cristallisation n’est
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apparue, méme apres plusieurs jours a 4 °C puis a -18 °C. L’évaporation d’une partie du mi-

lieu réactionnel n’a pas plus conduit a I’apparition d’un solide.
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Figure 55. Profils HPLC : (a) du tramadol racémique provenant de source commerciale ; (b) du (-)-tramadol issu

de la séparation des énantioméres ; (c¢) du (+)-tramadol issu de la séparation des énantioméres.

3.3 UTILISATION DE L’ACIDE DI-O-P-TOLUOYLTARTRIQUE

Une autre publication mentionne la plus grande efficacité d’un autre acide chiral pour
la résolution du tramadol : il s’agit de 1’acide di-O-p-toluoyltartrique (DTTA) [365]. Néan-
moins, 1a encore, les quantités utilisées sont d’échelle industrielle (la résolution est menée sur
69 kg de tramadol racémique) et il est nécessaire d’adapter le protocole pour des quantités
réduites de I’ordre du gramme. La base libre du cis-tramadol, préparée selon la méme mé-
thode que précédemment, a été¢ diluée dans I’éthanol, puis la solution a été chauffée a 70 °C.

Une solution de D-(+)-DTTA dans 1’éthanol, préalablement chauffée a 70 °C, a ensuite été
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ajoutée. Apres agitation a 70 °C pendant 30 minutes, puis refroidissement progressif de la
solution jusqu’a température ambiante pendant 15 heures, la solution est triturée jusqu’a pré-
cipitation d’un solide blanc, qui est filtré. Ce solide, chimiquement pur, est retransformé en
base libre par un traitement basique, puis le chlorhydrate est formé par ajout d’éther saturé en

HCI, et différentes phases de filtration / lavage a 1’éther.

Le filtrat est récupéré et évaporé a sec. Il est soumis aux mémes traitements que préceé-
demment, ce qui permet de récupérer deux solides correspondants & deux chlorhydrates de
tramadol. Aprés une rapide analyse, le pouvoir rotatoire du solide issu de la cristallisation est
de +35,5° (méthanol, C = 3,75 g/L) et celui du solide issu du filtrat est de -37,3° (méthanol, C
= 3,08 g/L). Ces valeurs sont trés similaires a celles obtenues dans la littérature (respective-
ment de +34,3° et de -34,3°), ce qui suggere la présence respective de (+)-tramadol et de (-)-
tramadol [365]. Afin de vérifier ces attributions et d’évaluer 1’énantiopureté des chlorhydrates
formés, nous avons analysé les solides par HPLC. Les exces énantiomériques obtenus sont de

97,8% pour le (+)-tramadol et de 92,7% pour le (-)-tramadol (Figure 55).
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Chapitre 4. Synthese biomimétique du tramadol

4.1 VOIES DE BIOSYNTHESE DES ALCALOIDES ET STRATEGIE EMPLOYEE

Les alcaloides proviennent pour la plupart du métabolisme d’acides aminés comme la
L-lysine, la L-arginine, la L-tyrosine ou le L-tryptophane. Dans le cas des alcaloides quinolizi-
diniques, c’est la L-lysine qui est classiquement décarboxylée en cadavérine lors d’une pre-
miere étape, suivie de la formation d’imines qui conduisent a une réaction entre une molécule
de cadavérine sous forme iminium, et une molécule de cadavérine sous forme énamine. Une

cascade de réaction (hydrolyse de I’imine, désamination oxydante catalysée par la diamine

HoN o~~~ NH; CHO ~
HoN _~_~_NH, HoN NH, \ -
: - ~ N -
CO,H o NS O\'/\)
L-Lysine Cadavérine ®
(-)-Lupinine
Motif
5-imingpentanal
CHO OMe
H N ~_ ~_NH
2 : 2 —>  H,N N NH, o |
CO,H /g§
L-Lysine Cadavérine
OMe

Réduction

. -
enzymatique @
puis cyclisation

A
NO

Tramadol

Schéma 26. Voie de biosynthése de la (-)-lupinine, un alcaloide quinolizidinique connu ; et voie de biosynthése

proposée du tramadol recourant a un intermédaire similaire.
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oxydase et de nouveau formation d’imines) mene alors a la double cyclisation et a la forma-
tion du noyau quinolizidine [366]. Cette voie de biosynthese fait intervenir un intermédiaire
iminium dont la structure comprend un motif 5-iminopentanal, directement hérit¢ de la L-
lysine. On peut imaginer une biosynthése du tramadol faisant intervenir ce méme motif, selon
une voie réactionnelle similaire, ce qui semble d’autant plus probable que Nauclea latifolia
comprend un grand nombre d’alcaloides quinolizidiniques, présentés précédemment. Le tra-
madol partagerait ainsi avec ces composés un certain nombre d’enzymes clés impliquées dans
leur biosynthése. Dans ce cas, la formation du tramadol résulterait de la réaction entre le déri-
vé de 5S-iminopentanal, présent¢ en Schéma 26, et un autre partenaire dérivé de
I’acétophénone. Les acétophénones sont en effet fréquemment rencontrés dans le vivant (no-
tamment chez les bactéries et les plantes) ou ils proviennent du métabolisme de la L-

phénylalanine [367], ou d’une combinaison d’acétyle-CoA et de malonyle-CoA [368].

Aprés une premicre aldolisation-crotonisation de 1’énol de 1’acétophénone sur
I’aldéhyde du dérivé 5-iminopentanal, une réduction de la double liaison formée interviendrait
par une voie enzymatique. La derni¢re étape de ce mécanisme hypothétique consisterait en
une aldolisation entre une énamine issue de I’iminium formé et le carbonyle en o du groupe-
ment phényle. Ce travail a pour objectif de modéliser cette derniere réaction en apportant des
¢léments de réponse purement chimiques, susceptibles de conforter cette hypothése de bio-
synthése et de dégager des pistes pour la compréhension des mécanismes supposés mis en jeu.
Cette cyclisation biomimétique semble tout a fait se préter a I’organocatalyse. Nous allons
donc dans cette étude tenter de la réaliser par le biais d’'une imine formée avec la diméthyla-
mine, qui sera ensuite réduite pour donner le tramadol. Auparavant, une telle cyclisation sera
entreprise avec un organocatalyseur tres classique, la L-proline, sur deux intermédiaires dicar-
bonylés : le 7-(3-méthoxyphényl)-7-oxoheptanal, précurseur supposé du tramadol, et le 7-
oxooctanal, un composé simplifi¢ qui porte une fonction cétone moins désactivée. Ce dernier
composé nous servira de modele puisque sa réaction avec la L-proline, qui meéne a une struc-

ture proche du tramadol, a été décrite par ailleurs.

4.2 SYNTHESE DE L'INTERMEDIAIRE CLE

4.2.1 Stratégie de synthese

Le composé dicarbonylé 33 n’est pas disponible dans le commerce, pas plus que

d’éventuels précurseurs comme 1’acide ou ’alcool correspondants, dont la transformation en
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aldéhyde aurait été aisée. Nous avons donc préparé ce composé au laboratoire. Sa structure
dicarbonylée pouvant provenir de la coupure oxydante d’une double liaison intracyclique,
nous avons décidé de synthétiser I’espéce cyclique par le biais de 1’addition d’un organoli-
thien, formé par échange halogéne-métal, sur la cycloheptanone. L’alcool formé peut alors
étre facilement déshydraté et mener a la double liaison intracyclique. La stratégie de synthése

envisagée est indiquée sur le Schéma 27.

OMe
Cj\'(\/\/\n/ H Coqvure Addltlon
o o oxydante Déshydratation

33

Schéma 27. Structure de I'intermédiaire clé 33. Stratégie de synthése envisagée pour parvenir a ce composé :

addition d’un lithien sur la cycloheptanone, déshydratation de I’alcool puis coupure oxydante.

4.2.2 Addition du lithien sur la cycloheptanone et déshydratation

L’organolithien présenté sur le Schéma 27 peut étre formé par échange halogéne-métal
sur la 3-bromoaniline. Pour cela, nous avons adapté le protocole proposé par Alvarado et al.
dans le cadre de leur propre syntheése du tramadol [369]. Une solution de butyllithium dans
I’hexane a ainsi ét€ mise en présence de la 3-bromoaniline dans le THF, a -78°C pendant 45
minutes. Le lithien formé in situ est alors mis a réagir avec la cycloheptanone, introduite
goutte a goutte a -78°C. Apres deux heures de réaction, le mélange est traité et purifié.
L’alcool 34 est récupéré avec un rendement de 92% et engagé dans 1’étape de déshydratation.
Cette derniere est réalisée dans le dichlorométhane en présence d’acide trifluoroacétique.
Apres une heure a température ambiante, le mélange est lavé a I’eau et méne a I’obtention de

I’alcéne 35 avec un rendement quantitatif.

OMe OMe
OMe 1. n-BuLi
hexane, THF OH TFA, CH,Cl, O
Br 2. Cycloheptanone
THF
4 (92%) 35 (100%)

Schéma 28. Méthode de formation de 1’organolithien a partir de la 3-bromoaniline et du n-BuLi, et méthode de

déshydratation du composé 34 en présence de TFA.
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4.2.3 Coupure oxydante

A partir du composé 35, une coupure oxydante peut étre envisagée pour récupérer
I’intermédiaire clé 33. Ne disposant pas d’un générateur d’ozone fonctionnel, nous n’avons
pas pu évaluer I’efficacité de la coupure par ozonolyse. Nous avons donc opté pour une dihy-
droxylation suivie d’une coupure de diol. La dihydroxylation de I’alcene 35 a été réalisée en
présence d’une quantité catalytique de tétroxyde d’osmium et de plusieurs équivalents de N-
méthylmorpholine N-oxyde (NMO). Ce dernier réactif permet la réoxydation d’OsO4 apres
une premicre réaction, et évite ainsi ’emploi d’une grande quantité de ce réactif cher et
toxique. Menée dans un mélange d’eau et de THF, la réaction est trés lente et n’apparait
comme totale par contrdle sur CCM qu’apres environ 48 heures. Une solution saturée de bi-
sulfite de sodium est alors ajoutée et le mélange est extrait. Le diol 36 est alors récupéré avec
un trés bon rendement (94%). La coupure oxydante du diol est ensuite réalisée par le pério-
date de sodium dans un mélange d’eau et de THF. Aprés 48 heures a température ambiante, le
précipité formé est éliminé, puis la solution obtenue est extraite et le produit brut est purifié.

L’intermédiaire clé 33 est ainsi obtenu avec un rendement de 84%.

OMe 0s0, OMe OMe
NMO, H,O NalO4
O THF OH H,O, THF
H
' HO 0O O
35 36 (94%) 33 (84%)

Schéma 29. Méthode de dihydroxylation du composé 35 en présence d’OsO,4 et de NMO, et de coupure oxy-

dante du composé 36 en présence de NalOy,.

4.3 SYNTHESE DE L'INTERMEDIAIRE MODELE SIMPLIFIE

4.3.1 Stratégie de synthese

Dans le cas de la synthese de I’intermédiaire modele, et de la méme maniére que pour
33, le composé 37 n’a pas pu étre obtenu dans le commerce. Cependant, 1’acide 7-
oxooctanoique s’est révélé disponible en quantités suffisantes pour €tre utilisé. Nous avons
donc décidé de préparer I’intermédiaire a partir de 1’acide 7-oxooctanoique, par le biais d’une
réduction des deux groupements carbonyles suivie d’une oxydation ménagée pouvant con-

duire au cétoaldéhyde 37. La stratégie de syntheése envisagée est indiquée sur le Schéma 30.
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H OH
YT ——> —— Y
O e} OJQ{dati,Ol’l OH OH Réduction 'e) o)
ménagée
37

Schéma 30. Structure de I’intermédiaire clé 37. Stratégie de synthése envisagée pour parvenir a ce composé :

réduction de 1’acide 7-oxooctanoique suivie d’une oxydation ménagée.

4.3.2 Réduction des groupements carbonyles

La réduction des groupements carbonyles de I’acide 7-oxooctanoique a été menée en
présence de LiAlH, dans le THF, a température ambiante. Aprés quatre heures de réaction, 1
mL d’eau, 1 mL de soude a 15%, puis 3 mL d’eau ont été ajoutés pour chaque gramme de
réducteur, afin de provoquer la précipitation des espéces inorganiques du milieu réactionnel,
puis la solution a été agitée pendant 30 minutes. Apres filtration, séchage sur MgSO4 puis
évaporation, le composé 38 est obtenu sous la forme d’une huile incolore, avec un rendement

quasiment quantitatif (99%).

1. LiAIH,
MOH THF, 25°C M
o] 0] 2. NaOH, H,O OH OH

38 (99%)

Schéma 31. Méthode de réduction des groupements carbonyles de 1’acide 7-oxooctanoique en présence de

LiAlH, dans le THF, puis de soude.

4.3.3 Oxydation ménagée

L’oxydation ménagée du composé¢ 38 peut étre réalisée dans différentes conditions,
notamment a I’aide de la réaction de Swern ou du réactif de Dess-Martin. Nous avons décidé
d’effectuer la réaction en présence de PCC dans le dichlorométhane. Apres une agitation des
réactifs pendant trois heures, le milieu réactionnel est concentré sous vide et purifié directe-

ment sur colonne de gel de silice, avec un ¢éluant acétate d’éthyle / cyclohexane 1/1. Le com-

PCC, CH,Cl,

M 25°C Y\/\/\WH

OH OH O O

38 37 (69%)

Schéma 32. Méthode d’oxydation ménagée des carbonyles du composé 38 en présence de PCC dans le dichlo-

rométhane.
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posé 37 est obtenu avec un rendement de 69% sous la forme d’une huile incolore qui cristal-

lise.

4.4 ESSAIS DE CYCLISATION ORGANOCATALYSEE PAR LA L-PROLINE

4.4.1 Réaction de Hajos-Parrish-Eder-Sauer-Wiechert et sélectivités

La L-proline est un organocatalyseur largement utilis€¢ en synthése organique, et qui
permet la formation d’une énamine nucléophile sur un carbonyle initialement électrophile.
Employée sur des dérivés dicarbonylés, la proline méne en général a la formation sélective
d’une énamine sur un carbonyle, suivie d’une attaque nucléophile intramoléculaire sur le se-
cond groupement et de 1’élimination de 1’organocatalyseur par hydrolyse, qui libére 1’aldol ou
le cétol. Il s’agit de la réaction de Hajos-Parrish-Eder-Sauer-Wiechert, initialement décou-
verte en 1971 [370]. De nombreux paramétres gouvernent les régio-, stéréo- et chimiosélecti-
vité de cette réaction. En outre, de telles aldolisations peuvent conduire a une régiosélectivité
de type énolendo, le cas trés majoritaire, ou énolexo dans certains cas, décrits par exemple
récemment par Pidathala et al. (voir Schéma 33) [371]. Au sein méme de ’aldolisation de
type énolexo, une chimiosélectivité peut apparaitre lors de la réaction de la proline avec un

cétoaldéhyde. Ainsi, la sélectivité obtenue dans le cas présenté sur le Schéma 33 peut provenir

@)
H
8-énolendo OH
(N; WCO,H O

O
énamine M H
M H Y sur cétone 5 6-énolexo OH

E

énamine
sur cétone

— > N
WCOsH
o) 37 o Q i
énamine
sur aldéhyde M 6-énolexo HO
N o

0 HOQCU

Schéma 33. Trois produits issus de la réaction du cétoaldéhyde 37 avec la proline : aprés formation de I’énamine
sur la cétone et cyclisation de type 8-énolendo ou 6-énolexo ; ou aprés formation de 1’énamine sur 1’aldéhyde et

cyclisation 6-énolexo.
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soit de la formation de 1’énamine sur 1’aldéhyde suivie d’une attaque sur la cétone (contrdle
cinétique), soit au contraire de la formation de I’énamine sur la cétone suivie d’une attaque
sur 1’aldéhyde (contréle thermodynamique). Une étude récente de Ghobril et al. illustre la
compétition entre les deux mécanismes, puisque le 6-oxoheptanal conduit en présence de pro-

line a un mélange quasiment 1/1 des deux produits de type 5-énolexo correspondants [372].

4.4.2 Aldolisation sur l'intermédiaire 37

Tous les essais d’aldolisation avec la L-proline ont été suivis par une réduction des
composants du milieu réactionnel en présence de NaBHy, afin de générer des espéces plus
stables en vue de leur caractérisation. La réaction du composé 37 avec la L-proline dans le
dichlorométhane a température ambiante pendant 24 heures, suivie d’une réduction par
NaBH,4 pendant 24 heures, d’un traitement aqueux et d’une extraction par le dichlorométhane,
mene a la récupération d’un brut réactionnel. Les travaux de Pelter et al. et de Kanai et al.
nous permettent de disposer de trois spectres RMN 'H de référence correspondant a différents
diastéréoisomeres pouvant étre obtenus par voie de cyclisation 6-énolexo (la cyclisation 8-
énolendo est ici considérée comme improbable, étant donnée la taille du cycle formé)
[373,374]. Le spectre RMN 'H du brut réactionnel nous informe que 1’énamine se forme ma-

joritairement sur le carbonyle de I’aldéhyde, et réagit ensuite avec le groupement cétone pour
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Figure 56. Spectre RMN 'H de brut réactionnel issu de la réaction entre le composé 37 et la L-proline et d’une

réduction par NaBH,. Structure des produits 39a, 39b, 40a et 40b.
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former deux diastéréoisomeres du composé 39. Les singulets a 1,34 et 1,26 ppm, ainsi que les
doublets dédoublés et les triplets présents entre 3,50 et 4,20 ppm correspondent tout a fait aux

signaux attendus pour un mélange de 39a et 39b en proportions 1,2/1 (Figure 56).

En particulier, le singulet & 1,34 ppm (méthyle) et les doublets dédoublés a 3,64 et
4,14 ppm sont caractéristiques du diastéréoisomere cis 39a, 1égérement majoritaire. Le singu-
let a 1,26 ppm, le doublet dédoublé a 3,57 ppm ainsi que le triplet visible a 3,74 ppm sont eux
caractéristique de I’isomeére trans 39b. Il existe également des signes de la présence de pro-
duits issus de la formation de 1’énamine sur la cétone, et d’une attaque sur I’aldéhyde, mais en
quantité plus faible cependant. En particulier, le doublet a 1,19 ppm est caractéristique du
groupement méthyle du composé trans 40a. On peut supposer que 40b est également présent
dans le mélange en faible quantité. Cependant, aucun spectre RMN de référence ne permet de

I’affirmer avec certitude.
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Figure 57. Spectre RMN 'H de brut réactionnel issu de la réaction entre le composé 33 et la L-proline et d’une

réduction par NaBH,. Structure des produits 41 et 42.

4.4.3 Essais d’aldolisation sur l'intermédiaire 33

La réaction observée avec I’intermédiaire modele 37 nous a permis d’envisager des es-
sais avec I’intermédiaire 33. Dans les mémes conditions, la réaction entre 33 et la L-proline,

suivie d’un traitement par NaBH4, n’est malheureusement pas concluante. Méme aprés 24
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heures de réaction, aucun produit de cyclisation n’est observé sur le brut réactionnel. Ce der-
nier contient de faibles quantités du composé partiellement réduit 41, et une grande majorité
de composé linéaire 42 enti¢rement réduit par NaBH,4. La présence d’un groupement méthy-
lIéne portant des protons magnétiquement non équivalents et apparaissant sous la forme de
doublets dédoublés n’est pas détectée sur le spectre RMN (Figure 57). Cela indique que la
cétone de I'intermédiaire 33 est sans doute rendue particulierement peu électrophile par le

cycle aromatique électrodonneur adjacent.

4.5 ESSAIS DE CYCLISATION AVEC LA DIMETHYLAMINE

4.5.1 Du catalytique au steechiométrique

Les dérivés de proline sont de loin les plus utilisés pour la formation d’énamines réac-
tives en organocatalyse. Néanmoins, des dérivés acycliques, provenant pour la plupart
d’acides aminés chiraux, sont également parfois employ¢€s, ce qui laisse entrevoir la possibili-
té d’avoir recours a des amines plus simples [375]. En effet, étant donnée la structure du tra-
madol, il serait intéressant d’introduire le groupement diméthylamino lors de la cyclisation
organocatalysée. Pour cela, la diméthylamine pourrait étre utilisée comme organocatalyseur,
mais en quantité steechiométrique, afin de pouvoir ensuite réduire I’iminium formé in situ par
un traitement classique avec NaBH3CN. Formellement, 1’aldolisation organocatalysée serait
ainsi réalisée en méme temps qu’une amination réductrice de I’aldéhyde. Ce type de réaction
a déja été décrit dans une version tandem, avec 1’utilisation de trichlorosilane et d’une base de
Lewis permettant, a partir d’une énamine générée in situ, de réaliser une aldolisation directe-
ment suivie d’une réduction de I’iminium formé [376]. L’intermédiaire crucial de type chaise
formé lors de cette réaction n’est cependant pas applicable ici, ou nous étudions donc des

conditions plus classiques.

4.5.2 Essais d’aldolisation sur l'intermédiaire 33

Lors des essais de cyclisation / réduction de I’intermédiaire 33 en présence de plu-
sieurs équivalents de diméthylamine puis de NaBH3;CN dans le méthanol, le brut réactionnel
obtenu comprend une part trés importante de produit linéaire dont le spectre RMN reste
presque inchangé par rapport au produit de départ. Cependant, 1’absence de signal pour le
proton de 1’aldéhyde et pour les six protons du motif diméthylamino indiquent que 1’aldéhyde

a réagi mais que I’amination réductrice n’a pas eu lieu. Il peut éventuellement s’agir du com-
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posé 41. Le spectre de masse du mélange révele un pic important a 264, qui peut correspondre
soit au composé linéaire ayant subi I’amination réductrice, soit au tramadol lui-méme (dans

les deux cas, il s’agit du pic [M+H]").

(@)

7.90 7.80 7.70 7.60 7.50 7.40 7.30 7.20 7.10 7.00 6.90 6.80 6.70 6.60
ppm (f1)

(b)

7.90 7.80 7.70 7.60 7.50 7.40 7.30 7.20 7.10 7.00 6.90 6.80 6.70 6.60
ppm (f1)

(c)

7.90 7.80 7.70 7.60 7.50 7.40 7.30 7.20 7.10 7.00 6.90 6.80 6.70 6.60
ppm (1)

Figure 58. Spectres RMN 'H (zone des protons aromatiques) : (a) de Iintermédiaire 33 ; () d’un brut réaction-
nel issu de la réaction entre le composé 33 et la diméthylamine, suivie d’une réduction par NaBH;CN ; (¢) du

tramadol.
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Le spectre RMN du brut réactionnel présenté en Figure 58 montre que le mélange est
constitué d’un grand nombre de produits comportant des protons aromatiques. En outre, des
singulets situés entre 2,10 et 2,20 ppm peuvent tout a fait correspondre a un motif diméthyla-
mino. Enfin, le spectre révele la présence de pics entre 2,40 et 2,50 ppm, une zone peu peu-
plée pour les sous-produits habituellement observés et caractéristique de la structure cyclique
du tramadol (un doublet dédoublé correspondant au proton au pied du groupement

CHzNMCz).

4.5.3 Caractérisation du tramadol au sein du brut réactionnel

Les tests de cyclisation du composé 33 en présence de diméthylamine puis de
NaBH;3;CN ont mené a la production d’un mélange comprenant un grand nombre de composés
proches. Les essais de caractérisation du brut réactionnel par RMN 'H et ">C ont permis de
relever des indices mais n’ont pas conduit a 1’identification formelle du tramadol. En outre,
s’il est présent dans le milieu, le tramadol s’y trouve en faible quantité, voire a 1’état de traces,
ce qui compromet sa purification par chromatographie sur colonne de gel de silice. Nous
avons donc tenté de le déceler par HPLC. La Figure 59 présente le profil HPLC du brut réac-
tionnel sur colonne C;g, avec un éluant isocratique eau / acétonitrile (80 / 20). Le pic a 0,68
minutes correspond au tramadol de référence testé dans les mémes conditions. L’intégration
de ce pic indique qu’il constitue environ 8% du mélange. Le pic a 1,24 minute intégre quant a
lui pour 53% du mélange, et correspond a une masse de 262,2. Ce n’est donc pas le composé

41. D’autres produits minoritaires sont présents, avec des masses de 126,0, 167,0 et 319,3.

MSD1 TIC, MS File (C:\CHEM32\1\DATA\SIG2000794.D) ES-API, Pos, Scan, Frag: 70, "full scan 100-1000"
: o]
550000 © 4 o
500000 %.-5;‘ mn s
450000~ & p o ,&\"
400000 o o b@é\ . @%@
350000 g%ﬁg g%} &.‘"’
300000 - R § g
} @« &
250000 - L\ ; =
200000 - H o~~~
0 2 4 min

Figure 59. Profil HPLC du brut issu de la réaction entre le composé 33 et la diméthylamine, suivie d’une réduc-

tion par NaBH;CN.

Le spectre de masse du produit sortant & 0,68 minutes est représenté en Figure 60. Il
comprend un pic majoritaire a 264,2, ce qui confirme qu’il s’agit bien du tramadol (pic

[M+H]"). Le produit sortant a 1,96 minute sur le profil HPLC posséde la méme masse. 11
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Apex Mass Spectrum of Peak 0.68 of SIG2000794.D
“MSD1 SPC, time=0.687 of C:\CHEM32\1\DATA\SIG2000794.D0 ES-API, Pos, Scan, Frag: 70, "full scan 100-1000"
o~
&
100

Max: 63632

60

126.0

40

167.0

20

2652

1022

151.0
2501

29964 2
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Figure 60. Spectre de masse du composé présentant en HPLC un temps de rétention comparable au tramadol.

s’agit vraisemblablement du composé linéaire ayant subi I’amination réductrice sans cyclisa-
tion préalable. Une expérience permettant 1’extraction des ions de masse m/z = 264,2 du
chromatogramme confirme la présence de deux produits majoritaires partageant cette méme
masse, dont I’un posséde le méme temps de rétention que le tramadol (0,68 minutes). Le pro-
fil HPLC correspondant est présenté en Figure 61. Le brut réactionnel renferme donc bel et
bien une petite quantité¢ de tramadol synthétisé selon une méthode biomimétique (environ 8%
du mélange). Méme si cette réaction doit €tre améliorée, ces résultats constituent une indi-

cation sérieuse et encourageante de la maniere dont le tramadol peut étre biosynthétisé in vivo.

MSD1 264, EIC=263.90:264.90 (C:\CHEM32\1\DATA\SIG2000794.D) ES-API, Pos, Scan, Frag: 70, "full scan 1
: © oy
60000 9 8
(=] -
50000
40000
| 30000 -
; 20000 N o
| ] ™ o~ ©
| 10000 - = g 5
| 0 s i ' " : N, - : . : — /] —
1 2 3 4 5 min

Figure 61. Profil HPLC, avec extraction des ions de masse m/z = 264, du brut issu de la réaction entre le compo-

sé 33 et la diméthylamine, suivie d’une réduction par NaBH;CN.
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Chapitre 5. Conclusion et perspectives

Ces travaux ont été réalisés dans le cadre de la découverte de 1’existence de tramadol
naturel dans une plante africaine. Ils ont permis une séparation efficace des énantioméres du
tramadol, qui ont pu servir de références pour ’attribution des signaux du tramadol extrait de
Nauclea latifolia, et pour leur quantification respective. Ces deux énantiomeres sont actuelle-
ment en cours d’évaluation sur des cibles biologiques, liées notamment a 1’épilepsie. Afin de
poursuivre ce projet, la synthése d’analogues du tramadol peut étre envisagée, afin

d’améliorer certaines de ses activités biologiques.

En outre, une synthése biomimétique du tramadol a été proposée. Se basant sur des in-
termédiaires similaires a ceux formés lors de la biosynthese des alcaloides quinolizidiniques,
I’étape clé a conduit a la formation de tramadol a partir d’un dérivé linéaire. Néanmoins, ce
tramadol, présent en faibles quantités, a été¢ identifi¢ par HPLC et n’a pas pu étre purifié par
colonne de chromatographie. Ce dernier point constitue donc une perspective majeure a ce

travail.
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Malgré les avancées majeures réalisées en médecine aux cours du XX° siécle, de nom-
breuses pathologies restent aujourd’hui encore difficilement traitées. L’hépatite C est un
exemple flagrant : si la découverte récente de deux médicaments inhibiteurs de la protéase
permet d’espérer une meilleure efficacité a I’avenir, les taux de réussite au traitement restent
bas, aux alentours de 50%. Nous ’avons vu, I’administration d’un inhibiteur de la polymérase

permettrait d’augmenter sensiblement les chances de guérisons.

De méme, si le ciblage de la tyrosinase dans le cadre d’une thérapie est actuellement
hypothétique, I’exploitation d’inhibiteurs de cette enzyme pourrait un jour permettre de frei-
ner I’avancée d’autres pathologies difficilement traitées aujourd’hui, comme le cancer de la
peau ou la maladie de Parkinson. Depuis leur découverte au sein de différentes especes végé-
tales, les aurones ont montré des activités biologiques trés prometteuses, ainsi qu’un squelette
versatile, véritable « couteau suisse » thérapeutique. Le potentiel important de cette classe de
molécules dans le cadre de I’inhibition des cibles mentionnées précédemment, mis au jour

avec cette these, contribue a renforcer le spectre de ses applications thérapeutiques.

Au cours de ce travail, nous avons en effet identifié¢ les premiers éléments structuraux
déterminants pour I’activité anti-NS5B des aurones, et émis une hypothése d’interaction avec
I’enzyme basée sur les résultats de mutagénese dirigée et de modélisation moléculaire. Parmi
les composés les plus actifs, des dérivés naturels sont présents (comme [’auréusidine, la
4,6,2° 4’ -tétrahydroxyaurone ou la 4,6,4’-trihydroxyaurone) aux cotés de dérivés purement
synthétiques (comme la 4’-cyclohexyl-4,6-dihydroxyaurone ou la 4’-butyl-4,6-dihydroxy-
aurone). Le composé présentant la meilleure activité est un dérivé B-hétérocyclique de type
N-n-butylindole, avec un ICsy de 2,2 uM. Les études d’interactions ont mené a 1’identification
du site d’interaction probable. Il s’agit du site « Thumb I », ou se fixent également des dérivés
d’indole et de benzimidazole. Les premiers résultats sur cellules infectées semblent en outre
prometteurs, et ouvrent la voie a de nombreuses perspectives. Parmi celles-ci, I’évaluation des
parametres pharmacocinétiques des composés, ainsi que la synthése de nouveaux analogues
de maniere rationnelle, en utilisant des outils informatiques comme le docking moléculaire ou

le QSAR 3D, constituent des axes de recherche importants.
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Nous avons également découvert durant ce projet une multiplicit¢ de comportements
intéressante des aurones face a la tyrosinase. En effet, en modulant les positions hydroxylées
sur le cycle B des composés, il est possible d’obtenir des substrats alternatifs coopératifs, des
activateurs hyperboliques, et des inhibiteurs mixtes. A cet égard, la synthése des dérivés hy-
brides portant un motif HOPNO a contribu¢ a améliorer nettement le pouvoir inhibiteur des
aurones. L’aurone 29c¢, I’inhibiteur le plus actif, permet ainsi d’atteindre une valeur d’1Cs, de
340 nM, sans oxydation du composé. La prise en compte des différents comportements des
aurones face a I’enzyme, il a été possible de dresser un modéle cohérent comprenant un site
allostérique influencant le site actif. Des ¢tudes d’interactions in silico, ainsi qu’avec un com-
plexe modéle, ont été réalisées, sans mener toutefois a une preuve formelle. La co-
cristallisation d’un adduit aurone — complexe modé¢le reste donc une perspective majeure a ce
travail. D’autres analogues restent a synthétiser afin de compléter 1’étude des positions hy-
droxylées des aurones. En outre, I’évaluation des aurones sur d’autres types de tyrosinases,

notamment bactérienne et humaine, peut permettre de déterminer leur potentiel thérapeutique

sur ’Homme.

Si le premier volet de cette thése a concerné la découverte d’activités biologiques as-
sociées a une famille de molécules issue du réegne végétal, les aurones, le second volet a suivi
un raisonnement inverse : il a mis en lumiere I’existence au sein du regne végétal d’un com-
posé synthétique bioactif. En effet, le tramadol, un produit trés connu issu d’un laboratoire de
synthese allemand, est présent sur le marché du médicament depuis la fin des années 1970.
Au cours de ce travail, nous avons démontré 1’existence de tramadol au sein d’une espece
végétale, Nauclea latifolia. Dans le cadre de cette découverte, nous avons réalisé la résolution
des deux énantiomeres du tramadol. Ceci a été réalisé dans le double but de les utiliser comme
références pour comparer leurs propriétés avec celles des produits extraits, et de les tester sur
des cibles biologiques impliquées dans 1’épilepsie, afin de déterminer I’énantiomere actif. En
outre, nous avons développé une synthése biomimétique du tramadol, dont la dernicre étape
s’appuie sur un intermédiaire proche des iminiums impliqués dans la biosynthése des alca-
loides quinolizidiniques. Nous avons ainsi réussi a former environ 8% de tramadol dans le
milieu réactionnel, que nous avons caractéris€. Néanmoins nous ne sommes pas parvenus a
isoler 1’alcaloide, ce qui reste donc une perspective a ce travail. Des analogues du tramadol

pourraient également étre préparés afin de comparer leurs activités antiépileptiques.
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Chapitre 1. Material and methods

Thin-layer chromatography (TLC) used Merck silica gel 60 Fs4 aluminum sheets with
a thickness of 0.25 mm. Flash chromatography used Merck silica gel 60, 200 — 400 mesh. 'H
and °C NMR spectra were recorded on a Briiker AC-400 instrument (400 MHz for 'H and
100 MHz for "°C). Chemical shifts () are reported in ppm relative to Me,Si as an internal
standard, or to the solvent in which the spectrum was recorded. Following standard abbrevia-
tions were used to interpret NMR spectra: s, singlet; br s, broad singlet; d, doublet; dd, dou-
blet of doublets; ddd, doublet of doublets of doublets; t, triplet; dt, doublet of triplets; q, quar-
tet; p, pentet; sext., sextet; sept., septet. Interpretation of 'H and ?C NMR spectra often need-
ed the support of >C DEPT experiments and/or 2D COSY and HMQC records. Otherwise
stated, protons and carbons of aurones and derivatives were numbered as below when associ-

ated with 'H and °C NMR signals.

Electrospray ionization ESI mass spectra were acquired by the analytical service of
Département de Chimie Moléculaire, Joseph Fourier University, Grenoble, on an Esquire 300
Plus Briiker Daltonis instrument with a nanospray inlet. Combustion analyses were performed
at the analytical service of Département de Chimie Moléculaire, Joseph Fourier University,
Grenoble. Chemicals and reagents were purchased either from Aldrich, Acros or Fluka com-
panies and used as obtained. Optical activities were determined on a Perkin-Elmer 341 polar-

imeter with a yellow sodium D line (589 nm).
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The HPLC system consisted of a Agilent 1290 Infinity system with a binary pump,
degasser, autosampler, thermostatted column compartment and a Agilent 1260 Infinity Diode
Array Detector (Agilent Technologies). The entire system was controlled by ChemStation
(Agilent Technologies, Rev B.04.02 SP1). The columns were a Chiralpak® AD-H (Daicel
Chemical industries), 4.6 mm x 250 mm, 5 um, and a Zorbax Eclipse Plus C,g (Agilent Tech-

nologies), 2.1 mm x 50 mm, 1.8 pm.
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Chapitre 2. Synthesis protocols

2.1 SYNTHESIS OF BENZOFURAN-3 (2 H)-ONE DERIVATIVES

2.1.1 Synthesis of 6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one

HO OH
OGN
O
2-Chloro-2',4'-dihydroxyacetophenone (1a). To a solution of resorcinol (4.36 g, 39.6
mmol) in diethyl ether (150 mL) at 0 °C were added chloroacetonitrile (2.5 mL, 39.6 mmol)
and dried zinc chloride (0.54 g, 3.96 mmol). The mixture was allowed to react with gaseous
hydrochloric acid at 0 °C for 1 hour. The resulting suspension was stirred at 0 °C for 1.5 hour,
and was allowed to react again with gaseous hydrochloric acid for 30 minutes. The precipitate
was filtered, washed with diethyl ether, dried, and dissolved in aqueous hydrochloric acid
(100 mL). The solution was refluxed for 1.5 hour. After cooling, the crystals were filtered,
washed with cold water and dried to afford 1a (1.41 g, 19%) as yellow crystals, which were
analytically pure and used without further purification. CsH,C103;. "H NMR (400 MHz, dj-
DMSO) ¢ 11.63 (s, 1H, OH), 10.65 (s, 1H, OH), 7.70 (d, 1H, J= 8.9 Hz, He), 6.36 (dd, 1H, J;
=89 Hz, J,=2.4 Hz, Hs), 6.29 (d, 1H, J=2.4 Hz, H3), 4.99 (s, 1H, CH)).
HO. : e}
0]

6-Hydroxybenzofuran-3(2H)-one (2a). To a solution of 1a (1.28 g, 6.88 mmol) in methanol

(25 mL) was added sodium methoxide (1.36 g, 25.2 mmol), and the solution was refluxed for
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1.5 hour. After cooling at 0 °C, crystals were filtered, washed with water and dried to afford
2a (0.82 g, 80%) as yellow crystals, which were analytically pure and used without further
purification. CgHgOs3. m.p. 248-250 °C. "H NMR (400 MHz, d,-DMSO) § 10.91 (s, 1H, OH),
7.46 (dd, 1H, J; = 8.4 Hz, J, = 1.6 Hz, Hy), 6.58 (dd, 1H, J; = 8.4 Hz, J, = 1.8 Hz, Hs), 6.50
(d, 1H, J = 1.8 Hz, Hy), 4.70 (d, 1H, J = 1.6 Hz, CH,). *C NMR (100 MHz, ds;-DMSO) ¢
196.9 (C3), 175.6 (Cy), 166.7 (C¢), 125.0 (Cy), 112.9 (Cy), 111.7 (Cs), 98.3 (C7), 75.2 (CH).

2.1.2 Synthesis of 4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one

HO\@E?
oH ©
4,6-Dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (2b). To a solution of phloroglucinol (15.0 g, 119
mmol) in diethyl ether (250 mL) at 0 °C were added chloroacetonitrile (7.5 mL, 119 mmol)
and dried zinc chloride (1.62 g, 11.9 mmol). The mixture was allowed to react with gaseous
hydrochloric acid at 0 °C for 1 hour. The resulting suspension was stirred at 0 °C for 1.5 hour,
and was allowed to react again with gaseous hydrochloric acid for 30 minutes. The precipitate
was filtered, washed with diethyl ether, dried, and suspended in water (200 mL). The solution
was refluxed for 5 hours. After cooling, the crystals were filtered, washed with cold water and
dried to afford 2b (16.6 g, 84%) as orange crystals, which were analytically pure and used
without further purification. CsHgO4. m.p. 257-259 °C. '"H NMR (400 MHz, ds-DMSO) 6
10.61 (s, 1H, OH), 10.58 (s, 1H, OH), 5.91 (s, 2H, Hs 1), 4.55 (s, 2H, CH,). *C NMR (100
MHz, ds-DMSO) 0 193.9 (Cs), 175.6, 167.5 (Ca, C¢), 157.4 (Cg), 102.6 (Cy), 96.1 (Cs), 90.1
(Cy), 74.8 (CH,).

2.1.3 Synthesis of 6-methoxybenzofuran-3(2H)-one

MeO\@E?

0]
6-Methoxybenzofuran-3(2H)-one. To a solution of 1-(2-hydroxy-4-methoxyphenyl)etha-
none (3.00 g, 18.1 mmol) in chloroform (20 mL) was added a solution of copper(Il) bromide
(6.05 g, 27.1 mmol) in ethyl acetate (30 mL) and the mixture was refluxed for 48 hours. After

cooling, the mixture was filtered on celite, and the filtrate was washed with water, washed

with brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated
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under reduced pressure to afford the crude brominated intermediate used without purification.
To a solution of the crude intermediate in DMF (150 mL) was added dry potassium carbonate
(3.00 g, 21.6 mmol) at 0 °C and the mixture was stirred at 0 °C for 3 hours. Water (200 mL)
was added and the resulting mixture was extracted with CH,Cl,. The combined organic layers
were washed with water, washed with brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, fil-
tered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to afford a pale yellow solid,
which was recristallized from methanol to afford the title compound (1.08 g, 36%) as a pure
pale yellow solid. CoHgO3. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.47 (d, 1H, J = 8.5 Hz, Hy), 6.57
(d, J = 8.5 Hz, Hs), 6.47 (s, 1H, Hy), 4.55 (s, 2H, CH,), 3.81 (s, 3H, OCH3). *C NMR (100
MHz, CDCl3) 6 197.5 (C3), 176.5 (Cg), 168.2 (Ce), 125.0 (Cy), 114.3 (Cy), 111.7 (Cs), 96.3
(Cy), 75.5 (CHy), 55.9 (OCHas).

2.1.4 Synthesis of 4,6-dimethoxy and 4,6-dibenzyloxybenzofuran-
3(2H)-one

MeO 0

OMe ©O

4,6-Dimethoxybenzofuran-3(2H)-one (7a). To a solution of 4,6-dihydroxybenzofuran-
3(2H)-one (4.00 g, 24.10 mmol, 2b) in dimethoxyethane (50 mL) were added potassium car-
bonate (7.30 g, 53.01 mmol) and dimethyl sulfate (5.02 mL, 53.01 mmol), and the mixture
was refluxed for 3 hours. After cooling, solvents were removed under reduced pressure, water
(40 mL) was added, and the mixture was extracted with CH,Cl,. The combined organic layers
were washed with water, washed with brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, fil-
tered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure. The residue was purified by
flash chromatography on silica gel (eluent ethyl acetate/cyclohexane 60/40) to afford 7a (3.13
g, 67%) as an orange solid. An analytical sample was recrystallized from methanol to afford
pure orange crystals. C;oH;oOs. m.p. 135-137 °C. "H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 6.16 (d, 1H,
J=1.8 Hz, Hy), 6.01 (d, 1H, J= 1.8 Hz, Hs), 4.60 (s, 2H, CH>), 3.91 (s, 3H, OCH3), 3.86 (s,
3H, OCH3). *C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 195.0 (C3), 177.1 (Cs), 169.8 (Cy), 158.8 (Cy),
104.8 (Cy), 93.0 (Cs), 88.9 (C7), 75.5 (CHy), 56.0 (OCH3), 56.0 (OCHj3).
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BnO\QZ?
oBn ©
4,6-Dibenzyloxybenzofuran-3(2H)-one (7b). To a solution of 4,6-dihydroxybenzofuran-
3(2H)-one (184 mg, 1.11 mmol, 2b) in a mixture of 1,2-dimethoxyethane (6 mL) and dime-
thylformamide (1 mL) were added dry potassium carbonate (338 mg, 2.45 mmol) and benzyl
bromide (279 pL, 2.33 mmol), and the mixture was refluxed at room temperature for 96
hours. Solvents were then removed under reduced pressure, water (10 mL) was added, and the
mixture was extracted with CH,Cl,. The combined organic layers were washed with water,
washed with brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was con-
centrated under reduced pressure. The residue was purified by flash chromatography on silica
gel (eluent CH,Cl,) to afford 7b (119 g, 31%) as a yellow solid. C»,H;304. '"H NMR (400
MHz, CDCl3) 6 7.20-7.45 (m, 10H, OCH,Ph), 6.18 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hy), 6.08 (d, 1H, J =
1.7 Hz, Hs), 5.16 (s, 2H, OCH,Ph), 4.99 (s, 2H, OCH,Ph), 4.53 (s, 2H, CH,). *C NMR (100
MHz, CDCl;3) 6 194.7 (C;), 177.0 (Ce), 168.5 (Cq4), 157.7 (Cs), 136.0 (OCH,Ph), 135.5
(OCHyPh), 128.8 (OCH,Ph), 128.7 (OCHyPh), 128.5 (OCH,Ph), 128.0 (OCHyPh), 127.7
(OCH»Ph), 126.8 (OCH2Ph), 105.4 (Cy), 95.1 (Cs), 90.3 (Cy), 75.6 (CH,), 70.7 (OCH,Ph),
70.4 (OCH,Ph).

2.1.5 Synthesis of 4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one

OAc

OAc O

2',6'-Diacetoxyacetophenone (3a). A solution of 2',6'-dihydroxyacetophenone (10.0 g, 65.8
mmol) in acetic anhydride (100 mL) was refluxed overnight. Iced water was then added and
the solution was stirred at room temperature for 1 hour. The mixture was then extracted with
CH,Cl,. The combined organic layers were washed three times with water, washed with
brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated un-
der reduced pressure to afford 3a (14.5 g, 94%) as a brown oil, which was analytically pure
and used without further purification. An analytical sample was crystallized in ethanol to af-
ford white crystals. CgHsOs. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.43 (t, 1H, J = 8.2 Hz, Hy), 7.06
(d, 2H, J = 8.2 Hz, Hy5), 2.47 (s, 3H, PACOCH3), 2.28 (s, 6H, PAOCOCH;). *C NMR (100
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MHz, CDCls) 6 198.6 (PhCOCHs;), 168.9 (PhOCOCH3;), 148.0 (Cy¢), 131.0 (Cya), 120.6
(Cs.5), 31.4 (PhCOCH3), 21.2 (PhOCOCH3).
(X
oH ©

4-Hydroxybenzofuran-3(2H)-one (5a). To a solution of 2',6'-diacetoxyacetophenone (8.94 g,
42.0 mmol, 3a) in anhydrous THF (80 mL) was added trimethylphenylammonium tribromide
(15.7 g, 42.0 mmol) and the mixture was stirred at room temperature for 6 hours. Water (150
mL) was then added and the mixture was extracted three times with CH,Cl,. The combined
organic layers were washed with water and brine, dried over anhydrous magnesium sulfate,
filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to afford the crude interme-
diate 2',6'-diacetoxy-2-bromoacetophenone (4a) as a brown oil used without purification. To a
solution of crude 2',6'-diacetoxy-2-bromoacetophenone in methanol (100 mL) was added an
aqueous solution of potassium hydroxide (50%, 7 mL), and the solution was refluxed for 3
hours. After cooling, solvents were removed under reduced pressure, then the residue was
diluted into distilled water (150 mL) and an aqueous solution of hydrochloric acid (1 N) was
added to adjust the pH to 2 — 3. The resulting mixture was extracted with CH,Cl,. The com-
bined organic layers were washed with water, washed with brine, dried over anhydrous mag-
nesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to afford an
orange oil, which was purified by flash chromatography on silica gel (eluent CH,Cl,) to af-
ford 5a (2.32 g, 37% over two steps) as a pure orange solid. CsH¢BrO;. m.p. 119-121 °C. 'H
NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.81 (br s, 1H, OH), 7.49 (t, 1H, J = 8.2 Hz, Hg), 6.62 (d, 1H, J =
8.2 Hz, Hy), 6.49 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Hs), 4.65 (s, 2H, CH,). ®C NMR (100 MHz, CDCl3) 6
201.2 (Cs), 173.2 (C4), 156.5 (Cs), 140.8 (Cs), 109.5 (Co), 108.2 (Cs), 104.4 (C7), 74.7 (CHy).

2.1.6 Synthesis of 5-hydroxybenzofuran-3(2H)-one

OAc
Aco/©i[(

0]

2',5'-Diacetoxyacetophenone (3b). A solution of 2',5'-dihydroxyacetophenone (10.0 g, 65.8
mmol) in acetic anhydride (100 mL) was refluxed overnight. Iced water was then added and
the solution was stirred at room temperature for 1 hour. The mixture was then extracted with

CH,Cl,. The combined organic layers were washed three times with water, washed with
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brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated un-
der reduced pressure to give a brown oil. After crystallization, the solid is filtered, washed
with ethanol and dried to afford 3b (8.96 g, 58%) as a brown oil, which was analytically pure
and used without further purification. An analytical sample was crystallized in ethanol to af-
ford white crystals. CsHsOs. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.53 (d, 1H, J = 2.8 Hz, Hy), 7.27
(dd, 1H, J; = 8.7 Hz, J, = 2.8 Hz, Hy), 7.12 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Hj), 2.53 (s, 3H, PhCOCH;),
2.33 (s, 3H, PhOCOCH3), 2.31 (s, 3H, PhAOCOCH3). *C NMR (100 MHz, CDCl3) § 196.3
(PhCOCHs;), 169.2 (PhOCOCH3;), 169.0 (PhOCOCHs;), 147.9 (Cy), 146.3 (Cs), 131.3 (Cy),
126.4 (Cy), 124.7 (Cs), 123.1 (Cg¢), 29.3 (PhCOCHj3), 21.0 (PhOCOCHj3), 20.9 (PhOCOCHj3).

o
HO

O

5-Hydroxybenzofuran-3(2H)-one (5b). To a solution of 2',5'-diacetoxyacetophenone (3.47
g, 14.7 mmol, 3b) in anhydrous THF (15 mL) was added trimethylphenylammonium tribro-
mide (6.53 g, 17.6 mmol) and the mixture was stirred at room temperature for 6 hours. Water
(40 mL) was then added and the mixture was extracted three times with CH,Cl,. The com-
bined organic layers were washed with water and brine, dried over anhydrous magnesium
sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to afford the crude
intermediate 2',5'-diacetoxy-2-bromoacetophenone (4b) as a brown oil used without purifica-
tion. To a solution of crude 2',5'-diacetoxy-2-bromoacetophenone in methanol (30 mL) was
added an aqueous solution of potassium hydroxide (50%, 2 mL), and the solution was re-
fluxed for 3 hours. After cooling, solvents were removed under reduced pressure, then the
residue was diluted into distilled water (50 mL) and an aqueous solution of hydrochloric acid
(1 N) was added to adjust the pH to 2 — 3. The resulting mixture was extracted with ethyl ace-
tate. The combined organic layers were washed with water, washed with brine, dried over
anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pres-
sure to afford an orange oil, which was purified by flash chromatography on silica gel (eluent
ethyl acetate/cyclohexane 34/66) to afford 5b (366 mg, 18% over two steps) as a pure orange
solid. CgHgBrOs. m.p. 152-154 °C. "H NMR (400 MHz, ds;-DMSO) ¢ 9.58 (s, 1H, OH), 7.18
(dd, 1H, J; = 8.9 Hz, J, = 2.6 Hz, He), 7.12 (d, 1H, J = 8.9 Hz, H), 6.86 (d, 1H, J = 2.6 Hz,
Hy), 4.73 (s, 2H, CH>). *C NMR (100 MHz, d;-DMSO) 6 199.9 (C3), 167.1 (Cyg), 152.3 (Cs),
126.7 (Ce), 121.0 (Cy), 114.1 (C7), 106.3 (C4), 75.1 (CHy).
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2.1.7 Synthesis of 4,6-difluorobenzofuran-3(2H)-one

Ff;(cvkm

F

2-(3,5-Difluorophenoxy)acetic acid (8). To a solution of 3,5-difluorophenol (2.00 g, 15.4
mmol) in water (15 mL) were added chloroacetic acid (1.75 g, 18.5 mmol) and an aqueous
solution of sodium hydroxide (50%, 4 mL) and the mixture was stirred at room temperature
for 1 hour, then refluxed overnight. An aqueous solution of hydrochloric acid was added to
adjust the pH to 2 — 3. The precipitate was filtered, washed with water and dried to afford 8
(1.50 g, 52%) as a pure white solid. CgHgF,0s. "H NMR (400 MHz, CD;0D) 6 6.51-6.61 (m,
3H, Hay4), 4.69 (s, 2H, CH,). *C NMR (100 MHz, CD;0D) ¢ 170.5 (CO,H), 163.8 (dd, J, =
245.0 Hz, J, = 15.8 Hz, Cs5), 160.4 (C,), 98.4 (dd, J; = 20.8 Hz, J, = 7.9 Hz, Cy¢), 96.3 (t,J =

26.4 Hz, C,) 64.9 (CH»).
F\@ii}

£ O

4,6-Difluorobenzofuran-3(2H)-one (9). To a solution of 2-(3,5-difluorophenoxy)acetic acid
(1.00 g, 5.32 mmol, 8) in toluene (10 mL) was added thionyl chloride (1.92 mL, 26.3 mmol)
and the mixture was refluxed for 2 hours. After cooling, solvents were removed under re-
duced pressure then the residue was diluted into CH»Cl, (10 mL) and aluminium chloride
(709 mg, 5.32 mmol) was added. The mixture was refluxed overnight. After cooling, iced
water was added, and the mixture was extracted with CH,Cl,. The combined organic layers
were washed with water, washed with brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, fil-
tered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to afford a yellow solid, which
was purified by flash chromatography on silica gel (eluent CH,Cl,) to afford 9 (186 mg, 21%)
as a pure white solid. CgH4F,0. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 0 6.65 (m, 1H, Hy), 6.49 (m,
1H, Hs), 4.69 (s, 2H, CH,). *C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 193.9 (C3), 175.2 (Cyg), 170.0 (dd,
J;=259.0 Hz, J, = 13.2 Hz, Cq), 159.0 (dd, J; =266.0 Hz, J, = 16.8 Hz, C4), 107.6 (Cy), 98.7
(dd, J; =27.7Hz, J, =22.9 Hz, Cs), 97.7 (dd, J; = 26.3 Hz, J, = 4.7 Hz, C;), 76.0 (CH»).
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2.1.8 Synthesis of 4-fluorobenzofuran-3(2H)-one

OH
e
F 0]
2-Bromo-1-(2-fluoro-6-hydroxyphenyl)ethanone (10). To a solution of 1-(2-fluoro-6-
hydroxyphenyl)ethanone (500 mg, 3.25 mmol) in chloroform (2.5 mL) was added a solution
of copper(Il) bromide (1.09 g, 4.88 mmol) in ethyl acetate (2.5 mL) and the mixture was re-
fluxed overnight. After cooling, the mixture was filtered on celite, and the filtrate was washed
with water, washed with brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the fil-
trate was concentrated under reduced pressure to afford 10 (460 mg, 61%) as a pale yellow
solid, which was used without purification. CsH¢BrFO,. "H NMR (400 MHz, CDCl3) § 12.17
(s, 1H, OH), 7.46 (td, 1H, J; = 8.3 Hz, J, = 6.6 Hz, Hy), 6.85 (dd, 1H, J; = 8.3 Hz, J, = 0.8 Hz,
Hs), 6.67 (ddd, 1H, J; = 11.8 Hz, J, = 8.3 Hz, J; = 0.8 Hz, H3), 4.59 (d, 2H, J = 3.6 Hz, CH,).
(5
£ O

4-Fluorobenzofuran-3(2H)-one (11). To a solution of 2-bromo-1-(2-fluoro-6-hydroxy-
phenyl)ethanone (179 mg, 768 umol, 10) in DMF (8 mL) was added dry potassium carbonate
(127 mg, 922 umol) at 0 °C and the mixture was stirred at 0 °C for 1 hour. Water (8§ mL) was
added and the resulting mixture was extracted with CH,Cl,. The combined organic layers
were washed with water, washed with brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, fil-
tered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to afford a pale yellow solid,
which was purified by flash chromatography on silica gel (eluent CH,Cl,) to afford 11 (100
mg, 86%) as a pure pale yellow solid. CsHsFO,. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.53 (td, 1H,
J; =83 Hz, J,=5.7 Hz, H¢), 6.87 (dd, 1H, J; = 8.3 Hz, J, = 0.3 Hz, Hy), 6.65 (td, 1H, J; = 8.3
Hz, J> = 0.3 Hz, Hs), 4.59 (s, 2H, CH,). *C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 195.8 (C3), 174.4 (d,
J=5.7Hz, Cy), 158.1 (d, J = 264.1 Hz, C4), 139.5 (d, J=9.7 Hz, Cg), 110.5 (d, J = 18.7 Hz,
Cy), 109.6 (d, J=4.2 Hz, C;), 108.4 (d, J= 18.8 Hz, Cs), 75.0 (CHa).
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2.2 SYNTHESIS OF BENZALDEHYDE DERIVATIVES

OHC

4-Cyclohexylbenzaldehyde (13). To a solution of cyclohexylbenzene (5.00 g, 31.3 mmol) in
trifluoroacetic acid (15 mL) was added hexamethylenetetramine (4,38 g, 31.3 mmol) and the
solution was refluxed for 72 hours. After cooling, iced water (100 mL) was added and the
mixture was extracted with dichloromethane and washed with water and brine. The combined
organic layers were dried over magnesium sulfate, filtered and the filtrate was concentrated
under reduced pressure to give the crude compound which was purified by column chroma-
tography on silica gel (eluent CH,Cl,/cyclohexane 1/1) to afford 13 as a colorless oil (619 mg,
11%). C13H160. "H NMR (400 MHz, CDCl3) § 9.95 (s, 1H, CHO), 7.79 (d, 2H, J = 8.2 Hz,
H,e), 7.35 (d, 2H, J = 8.2 Hz, H35), 2.57 (m, 1H, c-Hex), 1.86 (m, 4H, c-Hex), 1.76 (m, 1H,
c-Hex), 1.41 (m, 4H, c-Hex), 1.27 (m, 1H, c-Hex).

oy

N
OHC/©/

4-(N-methylpiperazin-1-yl)benzaldehyde (14). To a solution of 4-fluorobenzaldehyde (432
pL, 4.03 mmol) in DMF (8 mL) were added N-methylpiperazine (673 pL, 6.04 mmol) and
potassium carbonate (669 mg, 4.84 mmol), and the solution was refluxed for 5 hours. After
cooling, water (100 mL) was added and the mixture was extracted with ethyl acetate and
washed with water and brine. The combined organic layers were dried over magnesium sul-
fate, filtered and the filtrate was concentrated under reduced pressure to give the crude com-
pound which was purified by column chromatography on silica gel (eluent CH,Cl,/methanol
9/1) to afford 14 as a yellow solid (377 mg, 46%). C1,H;sN>O. m.p. 59-61 °C. "H NMR (400
MHz, CDCls) 6 9.78 (s, 1H, CHO), 7.75 (d, 2H, J = 7.6 Hz, Hyg), 6.92 (d, 2H, J = 7.6 Hz,
H;s), 3.41 (d, 4H, J = 3.8 Hz, PpzCHs), 2.55 (d, 4H, J = 3.8 Hz, PpzCH3), 2.36 (s, 3H,
PpzCHs). *C NMR (100 MHz, CDCls) 6 190.6 (CHO), 155.2 (C4), 132.0 (Ca), 127.3 (C)),
113.7 (Cs5), 54.8 (PpzCHs), 47.2 (PpzCH3), 46.3 (PpzCH3).
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HO N
: H\>
(1H-Benzo|d]imidazol-5-yl)methanol (15). To a solution of 1H-benzo[d]imidazole-5-
carboxylic acid (1.00 g, 6.16 mmol) in anhydrous THF (10 mL) was added a 1 M solution of
LiAIH4 in THF (20.0 mL, 20.0 mmol) at 0 °C, and the solution was stirred at room tempera-
ture for 24 hours. The mixture was filtered over celite and the filtrate was concentrated under
reduced pressure to give the crude compound which was purified by column chromatography
on silica gel (eluent ethyl acetate/methanol 9/1) to afford 15 as a colorless oil (500 mg, 55%).
CgHgN,O. "H NMR (400 MHz, MeOD) 4 8.05 (s, 1H, H,), 7.57 (s, 1H, Hy), 7.50 (d, 1H, J =
8.2 Hz, Hy), 7.19 (d, 1H, J = 8.2 Hz, He), 4.66 (s, 2H, CH,OH). *C NMR (100 MHz, MeOD)
0 142.9 (Cy), 138.8, 138.4 (Cs, Cy), 137.7 (Cs), 123.6 (Cg), 116.3 (C7), 114.7 (Cy), 65.7

(CH,OH).
OHC N

o
N
H

1H-Benzo|d]imidazole-5-carboxaldehyde (16). To a solution of (1H-benzo[d]imidazol-5-
yl)methanol 15 (500 mg, 3.33 mmol) in a mixture of CH,Cl, (20 mL) and methanol (1.5 mL)
was added manganese dioxide (3.40 g, 39.1 mmol), and the solution was stirred at room tem-
perature for 2 hours. The mixture was filtered over celite and the filtrate was concentrated
under reduced pressure to give the crude compound which was purified by column chroma-
tography on silica gel (eluent ethyl acetate/methanol 9/1) to afford 16 as a white solid (433
mg, 89%). CsHgN,O. m.p. 157-159 °C. "H NMR (400 MHz, MeOD) 6 10.02 (s, 1H, CHO),
8.36 (s, 1H, Hy), 8.17 (d, 1H, J= 1.4 Hz, Hy), 7.83 (dd, 1H, J; = 8.4 Hz, J, = 1.4 Hz, He), 7.72
(d, 1H, J = 8.4 Hz, H;). ®C NMR (100 MHz, MeOD) § 194.1 (CHO), 145.9 (C,), 143.0,
139.8 (Cs, Cy), 133.6 (Cs), 124.8 (Cs), 120.6 (Cy), 116.5 (C7).

2.3 SYNTHESIS OF AURONE DERIVATIVES

2.3.1 Synthesis of derivatives via basic-mediated aldolic condensa-

tion (in methanol, 65 °C)

General procedure. To a solution of 4-hydroxy, 5-hydroxy or 6-hydroxybenzofuran-3(2H)-

one in methanol (15 mL/mmol) were added an aqueous solution of potassium hydroxide
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(50%, 1.5 mL/mmol) and a benzaldehyde derivative (1.5 equiv.). The solution was refluxed
until TLC showed complete disappearance of the starting material (2 to 18 hours). After cool-
ing, methanol was removed under reduced pressure, then the residue was diluted into distilled
water (50 mL/mmol) and an aqueous solution of hydrochloric acid (10%) was added to adjust
the pH to 2 — 3. The mixture was then extracted with ethyl acetate or CH,Cl,. The combined
organic layers were washed with water and brine, dried over anhydrous magnesium sulfate,
filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to afford the corresponding

crude (£)-2-benzylidenebenzofuran-3(2H)-one derivative.

—OH

O

(Z£)-2-(2-Hydroxybenzylidene)-6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (17a). The crude product
was prepared according to the previous general procedure starting from 6-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one and 2-hydroxybenzaldehyde, and was recrystallized from ace-
tonitrile to afford 17a as pure yellow crystals (25%). C;sH;0O4. m.p. > 250 °C (decomposi-
tion). "H NMR (400 MHz, ds-DMSO) d 11.21 (br s, 1H, OH), 10.35 (br s, 1H, OH), 8.09 (d,
1H, J= 7.0 Hz, Hy), 7.62 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Hs), 7.26 (t, 1H, J= 7.0 Hz, Hy4), 7.09 (s, 1H, -
CH=), 6.94 (m, 2H, H3 ), 6.79 (d, 1H, J= 1.5 Hz, Hy), 6.72 (dd, 1H, J; = 8.4 Hz, J, = 1.5 Hz,
Hs). C NMR (100 MHz, d-DMSO) § 181.4 (C3), 167.7 (Ce), 166.3 (Cg), 157.0 (Cy), 146.8
(C2), 131.3 (Cg), 130.9 (Cy), 125.8 (Cy), 119.6 (-CH=), 118.8 (Cy), 115.6 (Cs), 112.9 (C7y),
104.6 (C3), 110.7 (-CH=), 98.5 (Cs). MS (ESI) m/z 255 (M+H)", 277 (M+Na)". Anal. Calcd
for C1sH,004:0.25H,0: C, 69.63, H, 4.06. Found: C, 69.81, H, 4.05.

(£)-2-(3-Hydroxybenzylidene)-6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (17b). The crude product
was prepared according to the previous general procedure starting from 6-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one and 3-hydroxybenzaldehyde, and was recrystallized from ace-
tonitrile to afford 17b as pure yellow crystals (86%). CsH;¢O4. m.p. 272-274 °C. "H NMR
(400 MHz, ds,-DMSO) 6 11.27 (br s, 1H, OH), 9.69 (br s, 1H, OH), 7.63 (d, 1H, J = 8.4 Hz,
Ha), 7.36 (m, 2H, Ha¢), 7.28 (t, 1H, J= 7.6 Hz, Hs)), 6.84 (d, 1H, J=7.6 Hz, Hy), 6.78 (s, 1H,
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H,), 6.72 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Hs), 6.69 (s, 1H, -CH=). ®C NMR (100 MHz, ds-DMSO) ¢
181.5 (Cy), 167.9 (Cg), 166.6 (Cs), 157.6 (Cs)), 147.3 (Cy), 133.1 (Cy), 129.9 (Cs), 126.1 (Cy),
122.4 (Cy), 117.3, 117.1 (Cy4, Cg), 113.1 (Cy), 112.8 (C7), 110.7 (-CH=), 98.5 (Cs). MS (ESI)
m/z 255 (M+H)', 277 (M+Na)". Anal. Calcd for C;5sH;004:0.25H,0: C, 69.63, H, 4.06.
Found: C, 69.47, H, 3.94.

(Z£)-2-(4-Hydroxybenzylidene)-6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (17¢). The crude product
was prepared according to the previous general procedure starting from 6-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one and 4-hydroxybenzaldehyde, and was recrystallized from ace-
tonitrile to afford 17¢ as pure bright yellow crystals (77%). C;sH;oOs4. m.p. 294-296 °C. 'H
NMR (400 MHz, ds-DMSO) ¢ 11.14 (br s, 1H, OH), 10.14 (br s, 1H, OH), 7.82 (d, 2H, J =
8.7 Hz, Hy ¢), 7.60 (d, 1H, J= 8.4 Hz, H4), 6.88 (d, 2H, J=8.7 Hz, H3 5), 6.78 (d, 1H, J=1.9
Hz, H,), 6.73 (s, 1H, -CH=), 6.70 (dd, 1H, J;, = 8.4 Hz, J, = 1.9 Hz, H;). *C NMR (100 MHz,
ds-DMSO) 6 181.2 (C3), 167.4 (Cg), 166.0 (Cg), 159.2 (Cy), 145.6 (Cy), 133.2 (Ca6), 125.6
(Cs), 123.0 (Cy), 116.0 (C3.5), 113.1 (Cy), 112.8 (C7), 111.3 (-CH=), 98.4 (Cs). MS (ESI) m/z
255 (M+H)", 277 (M+Na)". Anal. Calcd for C;5H,0040.75H,0: C, 68.44, H, 4.18. Found: C,
68.28, H, 4.11.

(Z2)-2-(2-Hydroxybenzylidene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (18a). The crude product
was prepared according to the previous general procedure starting from 4-hydroxybenzo-
furan-3(2H)-one and 2-hydroxybenzaldehyde, and was recrystallized from acetonitrile to af-
ford 18a as pure yellow crystals (28%). C;sH;oO4. m.p. > 250 °C (decomposition). "H NMR
(400 MHz, ds-DMSO) 6 11.10 (br s, 1H, OH), 10.35 (br s, 1H, OH), 8.08 (d, 1H, J= 7.2 Hz,
Hg), 7.52 (t, 1H, J = 7.6 Hz, He), 7.24 (t, 1H, J = 7.2 Hz, Hys), 7.06 (s, 1H, -CH=), 6.94 (m,
2H, His), 6.86 (d, 1H, J = 7.6 Hz, Hy), 6.62 (d, 1H, J = 7.6 Hz, Hs). *C NMR (100 MHz,
ds-DMSO) 0 181.2 (Cs), 165.8 (Cys), 157.0 (Cy), 157.0 (Cy), 146.0 (Cy), 138.4 (Cg), 131.2
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(Ce), 130.8 (Cy), 119.6 (-CH=), 118.9 (Cy), 115.6 (Cs), 110.4 (Cs), 109.1 (Co), 104.1 (C3),
102.4 (C7). MS (ESI) m/z 255 (M+H)", 277 (M+Na)". Anal. Calcd for C;5H,004-0.25H,0: C,
69.63, H, 4.06. Found: C, 69.19, H, 3.89.

(£)-2-(3-Hydroxybenzylidene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (18b). The crude product
was prepared according to the previous general procedure starting from 4-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one and 3-hydroxybenzaldehyde, and was recrystallized from ace-
tonitrile to afford 18b as pure yellow crystals (55%). C;sH;¢O4. m.p. 207-209 °C. 'H NMR
(400 MHz, ds-DMSO) ¢ 11.21 (br s, 1H, OH), 9.69 (br s, 1H, OH), 7.54 (t, IH, J = 8.2 Hz,
Hg), 7.36 (m, 2H, Ha ), 7.28 (t, 1H, J = 7.8 Hz, Hs), 6.84 (m, 2H, Hy4 7), 6.66 (s, 1H, -CH=),
6.64 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Hs). *C NMR (100 MHz, ds-DMSO) ¢ 181.4 (C3), 166.0 (C4), 157.6
(C3), 157.2 (Cy), 146.5 (Cy), 138.7 (Ce), 133.2 (Cy), 129.9 (Cs), 122.3 (Cy), 117.2, 117.0 (Cy,
Ce), 110.7 (-CH=), 110.2 (Cs), 109.0 (Co), 102.3 (C;). MS (ESI) m/z 255 (M+H)", 277
(M+Na)". Anal. Calcd for CsH;¢04: C, 70.87, H, 3.97. Found: C, 70.84, H, 4.74.

(£)-2-(4-Hydroxybenzylidene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (18c). The crude product
was prepared according to the previous general procedure starting from 4-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one and 4-hydroxybenzaldehyde, and was recrystallized from ace-
tonitrile to afford 18¢ as pure yellow crystals (37%). C1sH0O4. m.p. 245-247 °C. 'H NMR
(400 MHz, ds-DMSO) 6 11.05 (br s, 1H, OH), 10.13 (br s, 1H, OH), 7.81 (d, 2H, J = 8.4 Hz,
Ha), 7.51 (t, 1H, J = 8.1 Hz, H¢), 6.88 (d, 2H, J= 8.4 Hz, H3 5), 6.84 (d, 1H, J= 8.1 Hz, Hy),
6.70 (s, 1H, -CH=), 6.61 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Hs). *C NMR (100 MHz, ds-DMSO) ¢ 181.1
(Cs3), 165.7 (Cy), 159.2 (Cys), 156.9 (Cy), 144.9 (C,), 138.2 (Cp), 133.2 (Cap), 123.1 (Cy),
116.0 (C35), 110.9 (-CH=), 110.3 (Cs), 109.4 (Cy), 102.4 (C;). MS (ESI) m/z 255 (M+H)",
277 (M+Na)". Anal. Calcd for C;5sH;004-0.1H,0: C, 70.37, H, 3.99. Found: C, 70.10, H, 3.96.
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(Z)-2-(2,4-Dimethylbenzylidene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (18d). The crude prod-
uct was prepared according to the previous general procedure starting from 4-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one and 2,4-dimethylbenzaldehyde, and was recrystallized from
methanol to afford 18d as pure yellow crystals (76%). C17H;405. m.p. 193-194 °C. '"H NMR
(400 MHz, ds-DMSO) ¢ 11.14 (s, 1H, OH), 8.02 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Hg), 7.52 (t, 1H, J = 8.1
Hz, He), 7.13 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Hs), 7.11 (s, 1H, Hy), 6.84 (d, 1H, J = 8.1 Hz, H>), 6.78 (s,
1H, -CH=), 6.63 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Hs), 2.40 (s, 3H, CHs), 2.29 (s, 3H, CH3). *C NMR (100
MHz, ds;-DMSO) 6 181.2 (C3), 166.0 (Cy4), 157.1 (Csg), 146.2 (Cy), 139.4, 138.5 (Cy, Cy),
138.4 (Ce), 131.3 (Cs), 130.3 (C¢), 127.6 (Cy), 127.1 (Cs), 110.6 (Cs), 109.1 (Cy), 106.5 (-
CH=), 102.4 (C;), 21.0 (CHs), 19.6 (CH3). MS (ESI) m/z 267 (M+H)", 289 (M+Na)". Anal.
Calcd for C;7H1405°0.33H,0: C, 75.00, H, 5.39. Found: C, 74.96, H, 5.35.

(£)-2-(2,4-Dimethoxybenzylidene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (18e). The crude
product was prepared according to the previous general procedure starting from 4-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one and 2,4-dimethoxybenzaldehyde, and was recrystallized from
methanol to afford 18e as pure bright yellow crystals (76%). C17H40s. m.p. 234-235 °C. 'H
NMR (400 MHz, d,-DMSO) 6 11.05 (s, 1H, OH), 8.11 (d, 1H, J= 8.6 Hz, Hy), 7.51 (t, 1H, J
= 8.0 Hz, Hy), 6.99 (s, 1H, -CH=), 6.84 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H5), 6.70 (d, 1H, J = 8.6 Hz, Hs),
6.66 (s, 1H, H3), 6.61 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Hs), 3.90 (s, 3H, OCHs), 3.84 (s, 3H, OCH3). BC
NMR (100 MHz, ds,-DMSO) ¢ 181.2 (Cs), 165.8 (Cy), 162.4, 159.8 (Cy, Cs), 157.0 (Cy),
145.3 (Cy), 138.3 (Ce), 132.2 (Cg), 113.2 (-CH=), 110.5 (Cs), 109.4 (Cy), 106.7 (Cy), 103.9
(Cs), 102.6 (C7), 98.3 (C3), 56.0 (OCH3;), 55.6 (OCH;). MS (ESI) m/z 299 (M+H)", 321
(M+Na)". Anal. Calcd for C7H4050.5H,0: C, 66.44, H, 4.92. Found: C, 66.60, H, 4.88.
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(£)-2-(2,6-Dimethoxybenzylidene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (18f). The crude
product was prepared according to the previous general procedure starting from 4-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one and 2,6-dimethoxybenzaldehyde, and was purified by flash
chromatography on silica gel (eluent CH,Cl,) to afford 18f as a pure yellow solid (34%).
C17H1405. m.p. 152-153 °C. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.95 (br s, 1H, OH), 7.45 (t, 1H, J
= 8.1 Hz, Hg), 7.34 (t, 1H, J = 8.4 Hz, H4), 7.09 (s, 1H, -CH=), 6.66 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Hy),
6.61 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Hy ), 6.58 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Hs), 3.88 (s, 6H, OCH;). *C NMR
(100 MHz, CDCl3) 6 185.5 (Cs), 165.1 (Cs), 159.1 (Ca ), 156.7 (Cs), 147.5 (Cy), 139.2 (Co),
131.5 (Cy), 110.1, 109.9 (Cy,, Cy), 109.3 (Cs), 106.5 (-CH=), 104.0 (C55), 103.5 (Cy), 56.0
(OCH3). MS (ESI) m/z 299 (M+H)", 321 (M+Na)’, 619 (2M+Na)". Anal. Calcd for
C17H1405°0.5H,0: C, 66.44, H, 4.92. Found: C, 66.45, H, 4.78.

OMe

o)
(@)
O — OMe

oH O

(£)-2-(2,4,6-Trimethoxybenzylidene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (18g). The crude
product was prepared according to the previous general procedure starting from 4-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one and 2,4,6-trimethoxybenzaldehyde, and was recrystallized
from methanol to afford 18g as pure yellow crystals (71%). CsH;¢06. m.p. 139-140 °C. 'H
NMR (400 MHz, ds,-DMSO) ¢ 11.00 (s, 1H, OH), 7.46 (t, 1H, J = 8.1 Hz, Hy), 6.68 (d, 1H, J
= 8.1 Hz, Hy), 6.66 (s, 1H, -CH=), 6.57 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Hs), 6.31 (s, 2H, Hjs), 3.84 (s,
3H, OCHs), 3.83 (s, 6H, OCH;). *C NMR (100 MHz, ds-DMSO) ¢ 181.1 (C3), 165.9 (Cy),
162.8 (Cy), 159.5 (Cy¢), 156.9 (Cs), 146.1 (C,), 138.4 (Cs), 109.9 (Cs), 109.5 (Cy), 103.4
(Cy), 102.2 (Cy), 91.1 (Cy.5), 55.9 (OCH3), 55.5 (OCH;). MS (ESI) m/z 329 (M+H)", 351
(M+Na)", 679 (2M+Na)". Anal. Calcd for CgH5040.33H,0: C, 64.67, H, 4.99. Found: C,
64.58, H, 5.03.
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(Z)-2-(4-Ethylbenzylidene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (18h). The crude product was
prepared according to the previous general procedure starting from 4-hydroxybenzofuran-
3(2H)-one and 4-ethylbenzaldehyde, and was recrystallized from methanol to afford 18h as
pure yellow crystals (50%). C17H1403. m.p. 141-142 °C. '"H NMR (400 MHz, ds-DMSO) §
11.16 (s, 1H, OH), 7.86 (d, 2H, J= 8.0 Hz, Hy ), 7.53 (t, 1H, J = 8.1 Hz, He), 7.32 (d, 2H, J =
8.0 Hz, H3 5), 6.86 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Hy), 6.74 (s, 1H, -CH=), 6.64 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Hs),
2.64 (q, 2H, J = 7.5 Hz, PhCH>CHj3), 1.19 (t, 3H, J = 7.5 Hz, PhCH,CH3). *C NMR (100
MHz, ds-DMSO) 6 181.3 (Cs), 166.0 (Cas), 157.1 (Csg), 146.2 (C,), 145.8 (Cy), 138.6 (Cy),
131.1 (Ca6), 129.6 (Cy), 128.4 (Cs5), 110.6 (-CH=), 110.1 (Cs), 109.1 (Cy), 102.4 (C7), 28.2
(PhCH,CH3), 15.3 (PhCH,CH3). MS (ESI) m/z 267 (M+H)", 289 (M+Na)". Anal. Calcd for
C17H1405-0.125H,0: C, 76.04, H, 5.31. Found: C, 75.93, H, 5.26.

(Z£)-2-(4-Isopropylbenzylidene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (18i). The crude product
was prepared according to the previous general procedure starting from 4-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one and 4-isopropylbenzaldehyde, and was recrystallized from
methanol to afford 18i as pure yellow crystals (44%). C1sHc03. m.p. 126-127 °C. '"H NMR
(400 MHz, ds-DMSO) 6 11.16 (s, 1H, OH), 7.86 (d, 2H, J = 7.9 Hz, Hy ), 7.54 (t, 1H, J =
8.1 Hz, He), 7.36 (d, 2H, J=7.9 Hz, H3 5°), 6.86 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Hy), 6.74 (s, 1H, -CH=),
6.64 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Hs), 2.92 (sept., 1H, J = 6.8 Hz, PhCH(CHs),), 1.21 (d, 6H, J = 6.8
Hz, PhCH(CH;),). ®C NMR (100 MHz, ds-DMSO) ¢ 181.3 (C3), 166.0 (C4), 157.1 (Cs),
150.4 (Cy), 146.2 (Cy), 138.6 (C¢), 131.2 (Cy), 129.8 (Cy), 127.0 (C35), 110.6 (-CH=),
110.1 (Cs), 109.1 (Cy), 102.4 (C7), 33.5 (PhCH(CH3),), 23.6 (PhCH(CHj3),). MS (ESI) m/z
281 (M+H)", 303 (M+Na)". Anal. Calcd for C;sH405:0.25H,0: C, 75.92, H, 5.79. Found: C,
75.55, H, 5.62.
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(Z)-2-(4-Butylbenzylidene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (18j). The crude product was
prepared according to the previous general procedure starting from 4-hydroxybenzofuran-
3(2H)-one and 4-butylbenzaldehyde, and was recrystallized from methanol to afford 18] as
pure yellow crystals (56%). C1oH;303. m.p. 121-122 °C. "H NMR (400 MHz, ds;-DMSO) 6
11.15 (s, 1H, OH), 7.85 (d, 2H, J= 7.9 Hz, Hy¢), 7.53 (t, 1H, J = 8.1 Hz, H¢), 7.30 (d, 2H, J =
7.9 Hz, Hx 5), 6.86 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Hy), 6.74 (s, 1H, -CH=), 6.63 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Hs),
2.61 (t, 2H, J = 7.3 Hz, PhCH,CH,CH,CHs), 1.56 (p, 2H, J = 7.3 Hz, PhCH,CH,CH,CHs),
1.30 (sext., 2H, J = 7.3 Hz, PhCH,CH,CH,CH3), 0.89 (t, 3H, J = 7.3 Hz, PhCH,CH,-
CH,CH3). ®C NMR (100 MHz, ds-DMSO) § 181.3 (C3), 166.0 (C4), 157.1 (Cy), 146.2 (Cy),
144.5 (Cy), 138.6 (C¢), 131.1 (Cyrg), 129.6 (Cy), 129.0 (Cs5), 110.6 (-CH=), 110.2 (Cs),
109.1 (Cy), 102.4 (C;), 34.8 (PhCH,CH,CH,CHs), 32.9 (PhCH,CH,CH,CH;), 21.8
(PhCH,CH,CH,CH3), 13.8 (PhCH,CH,CH,CH3). MS (ESI) m/z 295 (M+H)", 317 (M+Na)".
Anal. Calcd for C19H;305: C, 77.53, H, 6.17. Found: C, 77.32, H, 6.33.

(Z)-2-(4-Tertiobutylbenzylidene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (18k). The crude prod-
uct was prepared according to previous general procedure starting from 4-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one and 4-tertiobutylbenzaldehyde, and was recrystallized from
methanol to afford 18k as pure yellow crystals (61%). C1oH;503. m.p. 167-168 °C. '"H NMR
(400 MHz, ds-DMSO) 6 11.16 (s, 1H, OH), 7.86 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Hy' ), 7.54 (t, 1H, J =
8.1 Hz, He), 7.49 (d, 2H, J = 8.0 Hz, H3 5°), 6.85 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Hy), 6.74 (s, 1H, -CH=),
6.64 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Hs), 1.28 (s, 9H, PhC(CHs)3). *C NMR (100 MHz, ds-DMSO) &
181.3 (Cs), 166.0 (Cy), 157.2 (Cg), 152.6 (Cy), 146.3 (Cy), 138.6 (Co), 130.9 (Cyp), 129.4
(C1), 125.8 (C35), 110.6 (-CH=), 110.0 (Cs), 109.2 (Cy), 102.4 (C5), 34.6 (PhC(CHs)s3), 30.9
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(PhC(CHs)3). MS (ESI) m/z 295 (M+H)", 317 (M+Na)". Anal. Calcd for CoH505: C, 77.53,
H, 6.17. Found: C, 77.22, H, 6.24.

(Z2)-2-(4-(4-Methylpiperazin-1-yl)benzylidene)-4-hydroxybenzofuran-3(2 H)-one (181).
The crude product was prepared according to previous general procedure starting from 4-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one and 4-(4-methylpiperazin-1-yl)benzaldehyde, and was washed
three times with distilled water to afford 18l as an orange solid, which was the analytically
pure hydrochloride salt, used without further purification (71%). m.p. > 260 °C (decomposi-
tion). "H NMR (400 MHz, ds-DMSO) 6 11.14 (s, 1H, OH), 11.14 (br s, 1H, NH") 7.85 (d,
2H, J = 8.4 Hz, Hy¢), 7.51 (t, 1H, J = 8.1 Hz, Hg), 7.10 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Hy 5°), 6.84 (d,
1H, J= 8.1 Hz, Hy), 6.72 (s, 1H, -CH=), 6.66 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Hs), 4.02 (m, 2H, CH,), 3.48
(m, 2H, CH,), 3.24 (m, 2H, CH,), 3.13 (m, 2H, CH,), 2.80 (s, 3H, NCH;). *C NMR (100
MHz, ds-DMSO) 6 180.8 (Cs), 165.5 (Cy4), 156.9 (Cs), 149.9 (Cy), 145.0 (Cy), 137.9 (Co),
132.4 (Cy¢), 122.8 (Cp), 115.1 (Cy5), 110.6 (-CH=), 110.3 (Cs), 109.3 (Cy), 102.2 (Cy),
51.7 (CHy), 442 (CH,), 41.8 (NCH;). MS (ESI) m/z 337 (M+H)". Anal. Calced for
C20H20N205-HCI-1.75H,0: C, 57.14, H, 5.83, N, 6.67. Found: C, 57.22, H, 5.95, N, 6.76.

(Z£)-2-(2-Fluorobenzylidene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (18m). The crude product
was prepared according to the previous general procedure starting from 4-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one and 2-fluorobenzaldehyde, and was recrystallized from meth-
anol to afford 18m as pure yellow crystals (30%). C;sHoFO3. m.p. 162-163 °C. 'H NMR (400
MHz, d,-DMSO) 0 11.29 (s, 1H, OH), 8.21 (m, 1H, Hg¢"), 7.56 (t, 1H, J = 8.1 Hz, Hg), 7.50
(m, 1H, Hs), 7.35 (m, 2H, Hs 5°), 6.87 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Hy), 6.75 (s, 1H, -CH=), 6.66 (d,
1H, J = 8.1 Hz, Hs). *C NMR (100 MHz, d;-DMSO) 6 181.1 (C3), 166.1 (Cs), 160.6 (J =
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251.6 Hz, Cy), 157.4 (Cs), 147.6 (C,), 139.1 (Ce), 131.7 (J = 8.0 Hz, C4), 131.1 (Cg’), 125.2
(Cs), 119.9 (J = 11.5 Hz, C;), 115.8 (J = 21.5 Hz, C3), 111.0 (Cs), 108.8 (Cy), 102.5 (C-),
99.8 (d, J = 7.3 Hz, -CH=). MS (ESI) m/z 257 (M+H)", 279 (M+Na)’. Anal. Calcd for
C15sHoFO5-0.66H,0: C, 67.16, H, 3.85. Found: C, 66.80, H, 3.58.

(Z)-2-Benzylidene-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (18n). The crude product was prepared
according to the previous general procedure starting from 4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one
and benzaldehyde, and was purified by flash chromatography on silica gel (eluent CH,Cl,) to
afford 18n as a pure yellow solid (72%). CsH;¢O3. m.p. 148 °C. '"H NMR (400 MHz, ds-
DMSO) ¢ 11.19 (br s, 1H, OH), 7.95 (d, 2H, J = 7.2 Hz, Hy¢), 7.54 (t, 1H, J = 8.1 Hz, Hp),
7.46 (m, 3H, Hy 4 5), 6.87 (d, 1H, J= 8.1 Hz, Hy), 6.77 (s, 1H, -CH=), 6.64 (d, 1H, J= 8.1 Hz,
Hs). ®C NMR (100 MHz, d;-DMSO) 6 181.4 (C3), 166.1 (C4), 157.2 (Cg), 146.6 (C,), 138.8
(Ce), 132.2 (Cy), 131.0 (Ca6), 129.6 (Cy), 129.0 (Cs:5), 110.7 (Cs), 109.9 (-CH=), 109.0 (Cy),
102.5 (C7). MS (ESI) m/z 239 (M+H)", 261 (M+Na)". Anal. Calcd for C;5H005:0.66H,0: C,
72.00, H, 4.53. Found: C, 71.99, H, 4.15.

(Z£)-2-(4-Hydroxybenzylidene)-5-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (19). The crude product
was prepared according to the previous general procedure starting from 5-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one and 4-hydroxybenzaldehyde, and was recrystallized from ace-
tonitrile to afford 19 as pure yellow crystals (17%). CisH0O4. m.p. > 300 °C (decomposi-
tion). "H NMR (400 MHz, ds-DMSO) 6 10.21 (br s, 1H, OH), 9.76 (br s, 1H, OH), 7.85 (d,
2H, J=7.8 Hz, Hy¢), 7.38 (d, 1H, J = 8.5 Hz, Hs), 7.20 (d, 1H, J= 8.5 Hz, H7), 7.01 (s, 1H,
Hy), 6.89 (d, 2H, J = 7.8 Hz, Hz5), 6.83 (s, 1H, -CH=). ®C NMR (100 MHz, ds;-DMSO) ¢
183.4 (Cs), 159.5, 158.8 (Cq, Cg), 153.6 (Cs), 145.5 (C»), 133.5 (Ca6), 125.2 (Cy), 122.9 (Cy)),
121.5 (Cg), 116.0 (C3.5), 113.7 (C7), 112.8 (C4), 107.4 (-CH=). MS (ESI) m/z 255 (M+H)",
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277 (M+Na)'. Anal. Calcd for C;5H;004:0.66H,0: C, 67.67, H, 4.29. Found: C, 67.56, H,
4.10.

2.3.2 Synthesis of derivatives via basic-mediated aldolic condensa-

tion (in methanol, 25 °C)

General procedure. To a solution of 4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one in methanol (15
mL/mmol) were added an aqueous solution of potassium hydroxide (50%, 1.5 mL/mmol) and
a benzaldehyde derivative (1 equiv.). The solution was stirred at 25 °C until the crude product
crystallized in solution (5 minutes to 2 hours). The solid was filtered and washed with a small
amount of cold methanol to afford the corresponding crude (Z)-2-benzylidenebenzofuran-

3(2H)-one derivative.

(Z)-2-(2-Hydroxybenzylidene)-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one (20a). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from 4,6-dimethoxy-
benzofuran-3(2H)-one and 2-hydroxybenzaldehyde, and was recrystallized from methanol to
afford 20a as pure yellow crystals (51%). C17H404. m.p. > 250 °C (decomposition). '"H
NMR (400 MHz, ds-DMSO) ¢ 10.31 (s, 1H, OH), 8.06 (d, 1H, J= 7.8 Hz, He’), 7.24 (t, 1H, J
=7.8 Hz, Hy), 7.01 (s, 1H, -CH=), 6.94 (d, 1H, J= 7.8 Hz, H3"), 6.92 (t, 1H, J= 7.8 Hz, Hs>),
6.71 (d, 1H, J = 1.4 Hz, Hy), 6.34 (d, 1H, J = 1.4 Hz, Hs), 3.91 (s, 3H, OCH3), 3.89 (s, 3H,
OCH3). *C NMR (100 MHz, ds-DMSO) 6 179.0 (Cs), 168.7, 168.0 (C4, Cs), 158.8 (Cy),
156.9 (Cy), 146.7 (Cy), 131.1 (Ce), 130.6 (Cs), 119.4 (-CH=), 118.8 (Cy>), 115.6 (Cs>), 104.0
(Cy), 103.6 (=CH-), 94.3 (Cs), 89.8 (C7), 56.4 (OCHj3), 56.0 (OCH3). MS (ESI) m/z 299
(M+H)", 321 (M+Na)". Anal. Calcd for C;7H40s: C, 68.46, H, 4.74. Found: C, 68.39, H,
4.77.

(o
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(£)-2-(3-Hydroxybenzylidene)-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one (20b). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from 4,6-dimethoxy-
benzofuran-3(2H)-one and 3-hydroxybenzaldehyde, and was recrystallized from methanol to
afford 20b as pure yellow crystals (76%). C7H140s. m.p. > 250 °C (decomposition). "H
NMR (400 MHz, ds-DMSO) 6 9.65 (s, 1H, OH), 7.34 (m, 2H, Hy¢’), 7.27 (t, 1H, J = 8.0 Hz,
Hs), 6.83 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Hy"), 6.67 (d, 1H, J= 1.2 Hz, Hy), 6.61 (s, 1H, -CH=), 6.35 (d,
1H, J = 1.2 Hz, Hs), 3.92 (s, 3H, OCH;), 3.89 (s, 3H, OCHs). *C NMR (100 MHz, d-
DMSO) 6 179.0 (C3), 169.0, 168.3 (C4, Co), 159.0 (Csg), 157.6 (Cs:), 147.2 (Cy), 133.2 (Cy),
129.9 (Cs), 122.1 (Cy), 117.3, 116.9 (Cs, C¢), 109.8 (=CH-), 104.0 (Cy), 94.4 (Cs), 89.8
(Cy), 56.5 (OCH3), 56.2 (OCH3). MS (ESI) m/z 299 (M+H)", 321 (M+Na)". Anal. Calcd for
C17H1405-H,0: C, 64.56, H, 5.06. Found: C, 64.31, H, 5.06.

(Z)-2-(4-Hydroxybenzylidene)-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one (20c). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from 4,6-dimethoxy-
benzofuran-3(2H)-one and 4-hydroxybenzaldehyde, and was recrystallized from methanol to
afford 20c as pure yellow crystals (63%). C7H140s. m.p. > 275 °C (decomposition). 'H
NMR (400 MHz, d,-DMSO) ¢ 10.11 (s, 1H, OH), 7.79 (d, 2H, J= 8.6 Hz, H,-¢), 6.87 (d, 2H,
J=28.6 Hz, H3-5), 6.68 (d, 1H, J = 1.1 Hz, Hy), 6.65 (s, 1H, -CH=), 6.33 (d, 1H, J= 1.1 Hz,
Hs), 3.91 (s, 3H, OCH3), 3.88 (s, 3H, OCH;). *C NMR (100 MHz, ds-DMSO) 6 178.9 (C3),
168.6, 167.9 (C4, Cs), 159.1 (Cy), 158.8 (Cg), 145.6 (Cy), 133.0 (Cr6), 123.1 (Cy), 116.0
(Cs-57), 110.4 (=CH-), 104.3 (Cy), 94.3 (Cs), 89.7 (C7), 56.4 (OCH3), 56.1 (OCH3). MS (ESI)
m/z 299 (M+H)", 321 (M+Na)". Anal. Calcd for C;;H;40s: C, 68.46, H, 4.74. Found: C,
68.13, H, 4.78.
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(£)-2-(2,4-Dimethylbenzylidene)-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one (20d). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from 4,6-dimethoxy-
benzofuran-3(2H)-one and 2,4-dimethoxybenzaldehyde, and was recrystallized from metha-
nol to afford 20d as pure pale yellow crystals (86%). C19HsO4. m.p. 216 °C. "H NMR (400
MHz, CDCl;) ¢ 8.07 (d, 1H, J = 8.0 Hz, He'), 7.10 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Hs"), 7.06 (s, 1H, Hs),
6.97 (s, 1H, -CH=), 6.37 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hy), 6.12 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hs), 3.95 (s, 3H,
OCHs), 3.90 (s, 3H, OCHs), 2.46 (s, 3H, CHs), 2.35 (s, 3H, CH;). *C NMR (100 MHz,
CDCls) 6 180.9 (C3), 169.2, 169.0 (C4, Cg), 159.6 (Cs), 147.8 (C,), 139.8, 139.0 (Cy, Cy),
131.6 (Cs), 131.0 (Ce), 128.4 (Cy»), 127.2 (Cs), 108.1 (-CH=), 105.6 (Cy), 94.2 (Cs), 89.4
(C), 56.4 (OCH3), 56.3 (OCH3), 21.6 (CH3), 20.4 (CH3). MS (ESI) m/z 311 (M+H)", 333
(M+Na)", 643 (2M+Na)". Anal. Calcd for C;gH;504: C, 73.54, H, 5.85. Found: C, 73.04, H,
5.92.

(Z)-2-(4-Butylbenzylidene)-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one (20e). The crude product
was prepared according to previous general procedure starting from @ 4,6-
dimethoxybenzofuran-3(2H)-one and 4-butylbenzaldehyde, and was recrystallized from
methanol to afford 20e as pure white crystals (75%). C,;H2,04. m.p. 153 °C. "H NMR (400
MHz, CDCl;) 0 7.78 (d, 2H, J = 8.1 Hz, Hy ¢*), 7.24 (d, 2H, J = 8.1 Hz, Hs5°), 6.77 (s, 1H, -
CH=), 6.38 (d, 1H, J= 1.7 Hz, Hy), 6.12 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hs), 3.95 (s, 3H, OCHj3), 3.91 (s,
3H, OCH3), 2.65 (t, 2H, J = 7.6 Hz, PhCH,CH,CH,CH3), 1.61 (quint., 2H, J = 7.6 Hz,
PhCH,CH,CH,CH3), 1.37 (sext., 2H, J = 7.6 Hz, PhCH,CH,CH,CH3), 0.96 (t, 3H, J = 7.6
Hz, PhCH,CH,CH,CHz). *C NMR (100 MHz, CDCl3) ¢ 181.0 (C3), 169.2, 169.1 (Cs4, Cs),
159.6 (Cyg), 147.7 (Cy), 145.0 (Cy), 131.3 (Cy ), 130.2 (Cy2), 129.1 (C35°), 111.3 (-CH=),
105.5 (Cy), 94.2 (Cs), 89.4 (C7), 56.4 (OCHj3), 56.3 (OCHs), 35.8 (PhCH,CH,CH,CH3), 33.6
(PhCH,CH,CH,CH3), 22.5 (PhCH,CH,CH,CHs), 14.1 (PhCH,CH,CH,CH3). MS (ESI) m/z
339 (M+H)", 361 (M+Na)’, 699 (2M+Na)". Anal. Calcd for C;;H,,04: C, 74.54, H, 6.56.
Found: C, 74.46, H, 6.33.
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(Z)-2-(4-Cyclohexylbenzylidene)-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one (20f). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from 4,6-
dimethoxybenzofuran-3(2H)-one and 4-cyclohexylbenzaldehyde, and was recrystallized from
methanol to afford 20f as pure white crystals (78%). Co3H2404. m.p. 174 °C. "H NMR (400
MHz, CDCl3) 0 7.78 (d, 2H, J = 8.2 Hz, Hy ¢"), 7.27 (d, 2H, J = 8.2 Hz, Hs 5°), 6.76 (s, 1H, -
CH=), 6.37 (d, 1H, J= 1.6 Hz, Hy), 6.11 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Hs), 3.94 (s, 3H, OCHj3), 3.90 (s,
3H, OCH;), 2.53 (m, 1H, c-Hex), 1.86 (m, 4H, c-Hex), 1.76 (m, 1H, c-Hex), 1.42 (m, 4H, c-
Hex), 1.35 (m, 1H, ¢-Hex). *C NMR (100 MHz, CDCl3) J 180.9 (C3), 169.1, 169.0 (C4, Cs),
159.5 (Cg), 150.0 (Cs), 147.7 (Cy), 131.4 (Cyr ), 130.3 (Cy>), 127.5 (Cs:5), 111.2 (-CH=),
105.5 (Cy), 94.1 (Cs), 89.4 (Cy), 56.4 (OCH3), 56.3 (OCHs), 44.7 (c-Hex), 34.4 (c-Hex), 27.0
(c-Hex), 26.2 (c-Hex). MS (ESI) m/z 365 (M+H)", 751 (2M+Na)". Anal. Calcd for C23H404:
C, 75.81, H, 6.64. Found: C, 75.40, H, 6.78.

(£)-2-(2,4-Dimethoxybenzylidene)-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one (20g). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from 4,6-
dimethoxybenzofuran-3(2H)-one and 2,4-dimethoxybenzaldehyde, and was recrystallized
from methanol to afford 20g as pure pale yellow crystals (91%). C19H;306. m.p. 213-214 °C.
"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 8.19 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Hy), 7.27 (s, 1H, -CH=), 6.57 (dd,
1H, J = 8.7 Hz, J = 2.3 Hz, Hs’), 6.45 (d, 1H, J= 2.3 Hz, Hs"), 6.36 (d, 1H, J= 1.7 Hz, Hy),
6.11 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hs), 3.94 (s, 3H, OCHj3), 3.90 (s, 3H, OCHs5), 3.87 (s, 3H, OCHs),
3.86 (s, 3H, OCH3). *C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 180.6 (C3), 168.5, 168.4 (Cy4, Cy), 162.2,
160.1 (Cy, Cy), 159.2 (Cg), 146.8 (Cy), 132.8 (C¢), 114.6 (-CH=), 105.6, 105.5, 105.3 (C,,
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Cr, Cs), 97.9 (C3), 93.7 (Cs), 89.0 (C;), 56.1 (OCH3), 56.0 (OCH3), 55.5 (OCH3), 55.4
(OCH3). MS (ESI) m/z 343 (M+H)", 707 (2M+Na)".
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(£)-2-(3,4-Dimethoxybenzylidene)-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one (20h). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from 4,6-
dimethoxybenzofuran-3(2H)-one and 3,4-dimethoxybenzaldehyde, and was recrystallized
from methanol to afford 20h as pure pale yellow crystals (83%). C19H;306. m.p. 173-174 °C.
"H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.44 (m, 2H, Hy¢), 6.91 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Hs’), 6.73 (s, 1H,
-CH=), 6.34 (s, 1H, H5), 6.12 (s, 1H, Hs), 3.96 (s, 3H, OCH3), 3.95 (s, 3H, OCH3), 3.93 (s,
3H, OCHs), 3.91 (s, 3H, OCH3). ®C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 180.5 (C3), 168.7 (Cy4, C),
159.3 (Csg), 150.3, 148.9 (Cs, Cys), 146.8 (Cy), 125.5, 125.3 (Ce, Cy), 113.5 (Cy), 111.3,
111.1 (Cs:, -CH=), 105.4 (Cy), 93.9 (Cs), 89.1 (C7), 56.2 (OCH3), 56.1 (OCHs), 55.9 (OCH»),
56.0 (OCH3). MS (ESI) m/z 343 (M+H)", 707 (2M+Na)".

(Z)-2-(4-Fluorobenzylidene)-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one (20i). The crude prod-
uct was prepared according to previous general procedure starting from 4,6-
dimethoxybenzofuran-3(2H)-one and 4-fluorobenzaldehyde, and was recrystallized from
methanol to afford 20i as pure pale yellow crystals (64%). m.p. 186-187 °C. "H NMR (400
MHz, CDCl3) 6 7.87 (m, 2H, Hy» ¢’), 7.12 (m, 2H, Hs-5), 6.74 (s, 1H, -CH=), 6.40 (d, 1H, J =
1.8 Hz, Hy), 6.15 (d, 1H, J= 1.8 Hz, Hs), 3.97 (s, 3H, OCHs), 3.93 (s, 3H, OCH3). *C NMR
(100 MHz, CDCl3) ¢ 180.8 (Cs), 168.2 (Ca4, Cs), 163.2 (d, J = 251.4 Hz, Cy), 159.6 (Cy),
147.7 (Cy), 133.2 (d, J = 8.2 Hz, Cy ), 129.1 (Cy), 116.2 (d, J = 21.7 Hz, Cs5°), 109.8 (-
CH=), 105.4 (Cy), 94.3 (Cs), 89.4 (C7), 56.4 (OCHj3), 56.4 (OCH3). MS (ESI) m/z 301
(M+H)", 623 (2M+Na)".
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(Z)-2-Benzylidene-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one (20j). The crude product was pre-
pared according to previous general procedure starting from 4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-
one and benzaldehyde, and was recrystallized from methanol to afford 20j as pure pale yellow
crystals (61%). Ci7H404. m.p. 156-157 °C. '"H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.91 (d, 1H, J =
7.3 Hz, Hy ¢), 7.39-7.48 (m, 3H, Hs 4 5°), 6.68 (s, 1H, -CH=), 6.66 (d, 1H, J = 1.5 Hz, Hy),
6.31 (d, 1H, J = 1.5 Hz, Hs), 3.91 (s, 3H, OCHs), 3.89 (s, 3H, OCH;). *C NMR (100 MHz,
CDCl3) 6 179.0 (C3), 168.9, 168.3 (Cs4, Co), 158.9 (Cyg), 147.3 (Cy), 132.1 (Cy), 130.8 (Cr g,
129.3 (Cy), 128.8 (C5°57), 109.3 (=CH-), 104.0 (Cy), 94.3 (Cs), 89.8 (C5), 56.4 (OCHj3), 56.1
(OCH3). MS (ESI) m/z 283 (M+H)", 587 2M+H)".

(Z£)-2-(4-Methoxybenzylidene)-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one (20k). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from 4,6-
dimethoxybenzofuran-3(2H)-one and 4-methoxybenzaldehyde, and was recrystallized from
ethanol to afford 20k as pure yellow crystals (49%). C1gH;60s. "H NMR (400 MHz, CDCl;) ¢
7.84 (m, 1H, Hy' ), 6.96 (m, 1H, Hs5), 6.76 (s, 1H, -CH=), 6.38 (m, 1H, Hy), 6.13 (m, 1H,
Hy7), 3.96 (s, 3H, OCH3), 3.91 (s, 3H, OCHs), 3.86 (s, 3H, OCHj3).

(£)-2-(2,4-Dimethoxybenzylidene)-6-methoxybenzofuran-3(2H)-one. The crude product
was prepared according to previous general procedure starting from 6-methoxybenzofuran-
3(2H)-one and 2,4-dimethoxybenzaldehyde, and was recrystallized from methanol to afford
the title compound as pure yellow crystals (50%). C;sH;¢Os. "H NMR (400 MHz, CDCl3) ¢
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8.25 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Hg), 7.71 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Hy), 7.36 (s, 1H, -CH=), 6.76 (s, 1H,
Hy), 6.75 (dd, 1H, J; = 8.3 Hz, J> = 2.1 Hz, Hs), 6.61 (dd, 1H, J, = 8.7 Hz, J> = 2.3 Hz, Hs),
6.47 (d, 1H, J=2.3 Hz, Hy'), 3.92 (OCH3), 3.89 (OCH3), 3.88 (OCH3).
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(£)-2-(3,4-Dimethoxybenzylidene)-6-methoxybenzofuran-3(2H)-one. The crude product
was prepared according to previous general procedure starting from 6-methoxybenzofuran-
3(2H)-one and 3,4-dimethoxybenzaldehyde, and was recrystallized from methanol to afford
the title compound as pure yellow crystals (23%). C1sH;40s. m.p. 195-196 °C. "TH NMR (400
MHz, CDCl3) 6 7.72 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Hy), 7.51 (d, 1H, J= 1.9 Hz, Hy"), 7.48 (dd, 1H, J; =
8.3 Hz, J,=1.9 Hz, H¢'), 6.94 (d, 1H, J= 8.3 Hz, Hs"), 6.80 (s, 1H, H7), 6.77 (dd, 1H, J; = 8.3
Hz, J, = 2.1 Hz, Hs), 6.76 (s, 1H, -CH=), 3.99 (OCH3), 3.95 (OCH3), 3.94 (OCHs). ®C NMR
(100 MHz, CDCl3) ¢ 183.0 (Cs), 168.4, 167.4 (Cs, Cs), 150.8, 149.2 (Cs, Cy), 147.0 (Cy),
126.0, 125.9 (C4, Ce¢), 125.6 (Cy»), 115.3 (Cy), 113.9 (Cy:), 112.6 (C7), 112.2 (Cs), 111.4 (Cs),
96.8 (-CH=), 56.3 (OCH3), 56.2 (OCH3), 56.2 (OCH3).

OMe
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(Z£)-2-(4-Methoxybenzylidene)-4,6-dimethoxyindolin-3(2H)-one (28). The crude product
was prepared according to previous general procedure starting from 1-acetyl-4,6-
dimethoxyindolin-3(2H)-one and 4-methoxybenzaldehyde, and was recrystallized from meth-
anol to afford 28 as pure dark yellow crystals (77%). CisH{7NO4. m.p. 121-123 °C. "H NMR
(400 MHz, CDCl3) 6 7.47 (d, 2H, J= 8.7 Hz, Hy ¢°), 6.94 (d, 2H, J = 8.7 Hz, H3- 5°), 6.93 (br s,
1H, NH), 6.73 (s, 1H, -CH=), 6.08 (d, 1H, J= 1.6 Hz, Hy), 591 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Hs), 3.90
(OCH3), 3.85 (OCH3), 3.84 (OCH3). *C NMR (100 MHz, CDCl3) J 182.5 (C3), 168.5 (Co),
160.5, 159.7 (Cag), 156.5 (Cs), 135.3 (Cy), 131.0 (Cy ), 127.8 (Cy), 114.9 (C5-50), 110.2 (-
CH=), 105.5 (Cy), 91.4 (Cs), 88.5 (Cy), 56.1 (OCH3), 56.0 (OCH3), 55.6 (OCH3). MS (ESI)
m/z 312 (M+H)", 334 (M+Na)".
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2.3.3 Synthesis of derivatives via basic-mediated aldolic condensa-

tion (in ethanol, 80 °C)

General procedure. To a solution of 4-hydroxy-, 6-hydroxy- or 4,6-dihydroxyfuran-3(2H)-
one in ethanol (3 mL/mmol) were added an aqueous solution of potassium hydroxide (50%, 5
mL/mmol) and a benzaldehyde derivative (1 to 2 equiv.). The solution was refluxed until TLC
showed complete disappearance of the starting material (2 to 5 hours). After cooling, ethanol
was removed under reduced pressure, then the residue was diluted into distilled water (50
mL/mmol) and an aqueous solution of hydrochloric acid (10%) was added to adjust the pH to
2 — 3. The mixture was then extracted with ethyl acetate or CH,Cl,. The combined organic
layers were washed with water and brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered,
and the filtrate was concentrated under reduced pressure to afford the corresponding crude

(Z2)-2-benzylidenebenzofuran-3(2H)-one derivative.

(£)-2-(2,4-Dihydroxybenzylidene)-6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (17d). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from 6-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one and 2,4-dihydroxybenzaldehyde, and was purified by column
chromatography on silica gel (eluent CH,Clo/methanol 9/1) to afford 17d as a pure red solid
(72%). CysH;00s. m.p. > 230 °C (decomposition). "H NMR (400 MHz, ds;-DMSO) 6 10.24
(brs, 3H, OH), 7.97 (d, 1H, J= 8.5 Hz, H¢"), 7.57 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Hy), 7.05 (s, 1H, -CH=),
6.74 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hy), 6.68 (dd, 1H, J; = 8.4 Hz, J, = 1.7 Hz, Hs), 6.38-6.42 (m, 2H,
Hy5). ®C NMR (100 MHz, ds-DMSO) ¢ 181.0 (C3), 167.2 (Cs), 166.3 (Cs), 160.8, 159.1
(Cyp, Cy), 145.1 (Cy), 132.4 (Ce), 125.5 (Cy), 113.2 (Cy), 112.8 (C7), 110.5 (Cy>), 108.3 (Cs),
105.8 (-CH=), 102.2 (Cs), 98.4 (Cs). MS (ESI) m/z 269 (M-H). Anal. Calcd for
Ci5H1005'H0: C, 62.50, H, 4.17. Found: C, 62.23, H, 4.33.
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(£)-2-(3,4-Dihydroxybenzylidene)-6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (17e). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from 6-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one and 3,4-dihydroxybenzaldehyde, and was purified by column
chromatography on silica gel (eluent CH,Cl,/methanol 9/1) to afford 17e as a pure yellow
solid (26%). CisH100s. "H NMR (400 MHz, d5-DMSO) 6 9.69 (br s, 3H, OH), 7.58 (d, 1H, J
= 8.4 Hz, Hy), 7.44 (d, 1H, J = 1.9 Hz, Hy), 7.24 (dd, 1H, J = 8.2 Hz, J = 1.9 Hz, H¢"), 6.83
(d, 1H, J = 8.2 Hz, Hs"), 6.72 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hy), 6.68 (dd, 1H, J; = 8.4 Hz, J, = 1.7 Hz,
Hs), 6.62 (s, 1H, -CH=).

(Z£)-2-(3,4-Dihydroxybenzylidene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (18p). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from 4-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one and 3,4-dihydroxybenzaldehyde, and was purified by column
chromatography on silica gel (eluent CH,Cl,/methanol 9/1) to afford 18p as a pure yellow
solid (43%). C1sH;9Os. m.p. > 260 °C (decomposition). '"H NMR (400 MHz, ds-DMSO) o
11.04 (br s, 1H, OH), 9.68 (br s, 1H, OH), 9.30 (br s, 1H, OH), 7.53 (t, 1H, J = 8.2 Hz, Hp),
7.46 (d, 1H, J = 1.9 Hz, Hy"), 7.26 (dd, 1H, J = 8.4 Hz, J = 1.9 Hz, He¢’), 6.84 (m, 2H, H;5),
6.63 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Hs), 6.63 (s, 1H, -CH=). *C NMR (100 MHz, ds;-DMSO) § 181.0
(Cs3), 165.7 (Cy), 156.9 (Cyg), 147.9, 145.5 (C5, Cy), 144.8 (Cy), 138.1 (Cy), 124.5 (Cy>), 123.4
(Ce), 117.8 (Cs), 116.0 (Cy), 111.5 (-CH=), 110.3 (Cs), 109.4 (Cy), 102.3 (C7). MS (ESI) m/z
269 (M-H)". Anal. Calcd for C;5H,0050.5H,0: C, 64.52, H, 3.94. Found: C, 64.27, H, 3.92.

(£)-2-(3-Hydroxybenzylidene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (21b). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from 4,6-
dihydroxybenzofuran-3(2H)-one and 3-hydroxybenzaldehyde, and was purified by column
chromatography on silica gel (eluent CH,Cl,/methanol 9/1) to afford 21b as a pure yellow
solid (49%). CisH;¢Os. m.p. > 230 °C (decomposition). "H NMR (400 MHz, d;-DMSO) ¢
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11.03 (br s, 2H, OH), 9.63 (br s, 1H, OH), 7.28 (m, 3H, Hy5¢"), 6.80 (ddd, 1H, J; = 7.5 Hz,
J>=2.1Hz, J;=1.5Hz, Hy), 6.49 (s, 1H, -CH=), 6.19 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Hy), 6.07 (d, 1H, J
= 1.6 Hz, Hs). “C NMR (100 MHz, ds;-DMSO) d 179.0 (Cs), 167.8, 167.6 (Cs, Cq), 158.5
(Cg), 157.5 (C3), 147.7 (Cy), 133.4 (Cy), 129.8 (Cs), 121.9 (Cy), 116.9, 116.5 (C4, Cg),
108.3 (-CH=), 102.5 (Co), 97.8 (Cs), 90.5 (C7). MS (ESI) m/z 269 (M-H)". Anal. Calcd for
C1sH,0052.2H,0: C, 58.14, H, 4.65. Found: C, 58.12, H, 4.62.

(Z2)-2-(4-Benzyloxy-3-methoxybenzylidene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one  (21f).
The crude product was prepared according to previous general procedure starting from 4,6-
dihydroxybenzofuran-3(2H)-one and 4-benzyloxy-3-methoxybenzaldehyde, and was recrys-
tallized from methanol to afford 21f as pure yellow crystals (64%). C23H;306. m.p. > 230 °C
(decomposition). "H NMR (400 MHz, ds-DMSO) ¢ 10.92 (s, 1H, OH), 10.85 (s, 1H, OH),
7.32-7.54 (m, 7H, OCH,Ph, Hy ), 7.14 (d, 1H, J = 8.5 Hz, Hs), 6.59 (s, 1H, -CH=), 6.23 (d,
1H, J= 1.7 Hz, Hy), 6.08 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hs), 5.15 (s, 2H, OCH,Ph), 3.83 (s, 3H, OCHs).
BC NMR (100 MHz, ds-DMSO) 6 179.0 (Cs), 167.6, 167.1 (Ca4, C), 158.2 (Cs), 149.0, 148.8
(Cs, Cy), 146.6 (Cy), 136.7 (Cy»), 128.4 (Cs>5-), 128.0 (Cy»), 127.9 (Crvp), 1253 (Cy»),
1243 (Ce), 114.2 (Ce), 113.5 (Cy), 108.8 (-CH=), 102.7 (Cy), 97.7 (Cs), 90.6 (C7), 69.8
(OCH,Ph), 55.5 (OCH3). MS (ESI) m/z 389 (M-H)". Anal. Calcd for C,3H;306-2.5H,0: C,
63.44, H, 5.29. Found: C, 62.79, H, 5.29.

(Z)-2-((Furan-2-yl)methylene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (26a). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from 4,6-

dihydroxybenzofuran-3(2H)-one and furan-2-carboxaldehyde, and was purified by column
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chromatography on silica gel (eluent CH,Cl,/methanol 19/1) to afford 26a as a pure yellow
solid (83%). C;3HgOs. m.p. > 230 °C (decomposition). "H NMR (400 MHz, ds,-DMSO) ¢
10.97 (brs, 2H, OH), 7.90 (d, 1H, J= 1.5 Hz, Hs"), 7.04 (d, 1H, J= 3.4 Hz, H»’), 6.70 (dd, 1H,
J1=3.4Hz, J,=1.5Hz, Hy), 6.54 (s, 1H, -CH=), 6.19 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hy), 6.06 (d, 1H, J
= 1.7 Hz, Hs). “C NMR (100 MHz, ds-DMSO) d 178.5 (C3), 167.6, 167.4 (Cs, Cq), 158.3
(Csg), 148.2 (Cy), 145.8, 145.5 (Cy-, C3), 115.7 (Cs), 113.0 (Cy’), 102.8 (Cy), 97.8 (Cs), 97.1 (-
CH=), 90.6 (C7). MS (ESI) m/z 243 (M-H)'".

(£)-2-((5-Hydroxymethyl)furan-2-yl)methylene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one
(26b). The crude product was prepared according to previous general procedure starting from
4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one and 5-hydroxymethylfuran-2-carboxaldehyde, and was
purified by column chromatography on silica gel (eluent CH,Cl,/methanol 9/1) to afford 26b
as a pure yellow solid (53%). C14H,0Os. m.p. > 240 °C (decomposition). "H NMR (400 MHz,
ds-DMSO) 0 7.00 (d, 1H, J = 3.3 Hz, Hs’), 6.52 (d, 1H, J = 3.3 Hz, Hy'), 6.48 (s, 1H, -CH=),
6.16 (d, 1H, J = 1.1 Hz, Hy), 6.05 (d, 1H, J= 1.1 Hz, Hs), 4.46 (s, 2H, CH,). *C NMR (100
MHz, d,-DMSO) 6 178.3 (C3), 167.6, 167.4 (Ca, Cs), 158.0 (Cs), 147.5 (Cy), 145.7 (Cy, Cy),
116.5 (Cs), 110.3 (Cy), 102.8 (Co), 97.8 (Cs), 97.1 (-CH=), 90.5 (C;), 55.8 (CH,OH). MS
(ESI) m/z 273 (M-H)". Anal. Calcd for C;4H;0060.25H,0: C, 60.32, H, 3.77. Found: C,
59.68, H, 3.74.

(£)-2-((1-methyl-1H-pyrrol-2-yl)methylene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one  (26c¢).
The crude product was prepared according to previous general procedure starting from 4,6-
dihydroxybenzofuran-3(2H)-one and 1-methyl-1H-pyrrole-2-carboxaldehyde, and was puri-
fied by column chromatography on silica gel (eluent CH,Cl,/methanol 19/1) to afford 26c¢ as a
pure brown solid (56%). C14H;1NO4. m.p. > 240 °C (decomposition). 'H NMR (400 MHz,
ds-DMSO) 0 10.78 (br s, 2H, OH), 7.03 (m, 1H, Hs’), 6.92 (m, 1H, H3-), 6.58 (s, 1H, -CH=),
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6.21 (m, 1H, Hy), 6.18 (d, 1H, J = 1.3 Hz, Hy), 6.05 (d, 1H, J = 1.3 Hz, Hs), 3.74 (s, 3H,
NCH;). *C NMR (100 MHz, de-DMSO) & 178.4 (C3), 167.0, 166.7 (Cs, Cs), 157.9 (Cy),
144.7 (Cy), 127.2 (Cy), 125.7 (C3), 115.6 (Cs?), 109.5 (C4:), 103.3 (Cy), 98.3 (-CH=), 97.5
(Cs), 90.4 (C-), 33.7 (NCH;). MS (ESI) m/z 256 (M-H)'.

(£)-2-((1H-imidazol-5-yl)methylene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (26d). The
crude product was prepared according to previous general procedure starting from 4,6-
dihydroxybenzofuran-3(2H)-one and 1H-imidazole-5-carboxaldehyde, and was purified by
column chromatography on silica gel (eluent CH,Cly/methanol 9/1) to afford 26d as a pure
yellow solid (43%). Ci2HsN,O4. m.p. > 260 °C (decomposition). '"H NMR (400 MHz, dj-
DMSO) ¢ 10.87 (br s, 2H, OH), 7.86 (s, 1H, Hj), 7.67 (s, 1H, Hs"), 6.55 (s, 1H, -CH=), 6.21
(s, 1H, Hy), 6.07 (s, 1H, Hs). *C NMR (100 MHz, ds;-DMSO) d 178.5 (C3), 167.3, 167.0 (C4,
Ce), 158.1 (Cy), 145.9 (C,), 137.3 (Cs:), 130.1 (Cy»), 125.0 (Cs), 103.1 (Cy), 101.3 (-CH=),
97.6 (Cs), 90.5 (C7). MS (ESI) m/z 243 (M-H)'".

(2)-2-((1H-benzo|d]imidazol-5-yl)methylene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (26e).
The crude product was prepared according to previous general procedure starting from 4,6-
dihydroxybenzofuran-3(2H)-one and 1H-benzo[d]imidazole-5-carboxaldehyde, and was
washed three times with distilled water to afford 26e as a yellow solid, which was analytically
pure and used without further purification (75%). Ci;cH;oN2O4. m.p. > 260 °C (decomposi-
tion). "H NMR (400 MHz, ds-DMSO) 6 11.17 (br s, 2H, OH), 9.49 (s, 1H, H,'), 8.37 (s, 1H,
H,»), 8.06 (d, 1H, J=8.2 Hz, He), 7.91 (d, 1H, J= 8.2 Hz, Hy), 6.84 (s, 1H, -CH=), 6.30 (s,
1H, H,), 6.18 (s, 1H, Hs). *C NMR (100 MHz, d5-DMSO) 6 178.8 (C3), 167.7 (C4, Ce), 158.6
(Csg), 147.9 (Cy), 141.9 (Cy»), 132.1, 131.7 (C5, Cy), 129.9, 128.1 (Cy, Ce’), 116.3, 115.0 (Cy,
Cs), 107.5 (-CH=), 102.4 (Cy), 98.0 (Cs), 90.6 (C;). MS (ESI) m/z 293 (M-H)".
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2.3.4 Synthesis of derivatives via neutral alumina-mediated aldolic

condensation

General procedure. To a solution of a benzofuran-3(2H)-one derivative in anhydrous
CH,CI;, (20 mL/mmol) were added a benzaldehyde derivative (1.5 equivalents) and alumini-
um oxide (4000 mg/mmol). The suspension was stirred under argon at 25 °C overnight, and
the solid was removed by filtration. The filtrate was distilled under reduced pressure to afford

the corresponding crude (Z)-2-benzylidenebenzofuran-3(2H)-one derivative.

(Z2)-2-(2,4-Difluorobenzylidene)-4-fluorobenzofuran-3(2H)-one (22a). The crude product
was prepared according to previous general procedure starting from 4-fluorobenzofuran-
3(2H)-one and 2,4-difluorobenzaldehyde, and was purified by column chromatography on
silica gel (eluent CH,Cly/cyclohexane 1/1) to afford 22a as a pure white solid (83%).
C1sH7F30,. m.p. 164-165 °C. "H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 8.29 (dt, 1H, J;, = 8.6 Hz, J,=
6.5 Hz, He¢*), 7.65 (dt, 1H, J; = 8.3 Hz, J, = 5.5 Hz, He), 7.13 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Hy), 7.11 (s,
1H, -CH=), 7.01 (m, 1H, Hs"), 6.90 (dt, 1H, J; = 8.7 Hz, J, = 2.6 Hz, Hj-), 6.88 (t, 1H, J= 8.3
Hz, Hs). *C NMR (100 MHz, CDCl;) § 180.6, 166.3 (J = 6.0 Hz), 164.4 (J, = 171.8 Hz, J, =
12.3 Hz), 161.9 (J; = 174.6 Hz, J, = 12.2 Hz), 160.1, 157.5, 146.9, 138.7 (J = 9.4 Hz), 133.2
(/=9.5Hz), 117.0 (J; =12.0 Hz, J, =4.1 Hz), 112.4 (J;, =21.2 Hz, J, = 2.9 Hz), 110.7 (J =
19.0 Hz), 109.0 (J = 4.1 Hz), 104.5 (J = 25.6 Hz), 103.9 (J = 5.7 Hz). MS (ESI) m/z 277
(M+H)+. Anal. Calcd for CsH;F;0;: C, 65.23, H, 2.56. Found: C, 65.36, H, 2.57.

(£)-2-(2,4-Dimethoxybenzylidene)-4-fluorobenzofuran-3(2H)-one (22b). The crude prod-
uct was prepared according to previous general procedure starting from 4-fluorobenzofuran-

3(2H)-one and 2,4-dimethoxybenzaldehyde, and was recrystallized from methanol to afford
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22b as pure white crystals (53%). C17H;3FO4. m.p. 208-210 °C. "H NMR (400 MHz, CDCls)
0 8.25 (d, 1H, J= 8.8 Hz, H¢), 7.57 (m, 1H, Hg), 7.46 (s, 1H, -CH=), 7.11 (d, 1H, J = 8.4 Hz,
H7), 6.83 (t, 1H, J = 8.4 Hz, Hs), 6.63 (dd, 1H, J; = 8.8 Hz, J, = 2.4 Hz, Hs’), 6.48 (d, 1H, J =
2.4 Hz, Hy), 3.91 (s, 3H, OCH;), 3.89 (s, 3H, OCHzs). MS (ESI) m/z 301 (M+H)", 323
(M+Na)". Anal. Calcd for C;7H3F040.33H,0: C, 66.67, H, 4.47. Found: C, 66.63, H, 4.66.

(Z)-2-(4-Butylbenzylidene)-4-fluorobenzofuran-3(2H)-one (22c¢). The crude product was
prepared according to previous general procedure starting from 4-fluorobenzofuran-3(2H)-
one and 4-butylbenzaldehyde, and was recrystallized from methanol to afford 22¢ as pure
white crystals (48%). C1oH;7FO,. m.p. 125-127 °C. "H NMR (400 MHz, CDCl3) ¢ 7.83 (d,
2H, J = 8.2 Hz, Hy ), 7.63 (dt, 1H, J; = 8.3 Hz, J, = 5.6 Hz, He), 7.29 (d, 2H, J = 8.2 Hz,
Hs 5), 7.14 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Hy), 6.92 (s, 1H, -CH=), 6.86 (t, 1H, J = 8.3 Hz, Hs), 2.67 (t,
2H, J = 7.5 Hz, PhCH,CH,CH,CH,), 1.63 (p, 2H, J = 7.5 Hz, PhCH,CH,CH,CHj3), 1.38
(sext., 2H, J = 7.5 Hz, PhCH,CH,CH,CH3), 0.95 (t, 3H, J = 7.5 Hz, PhCH,CH,CH,CH3). MS
(ESI) m/z 297 (M+H)", 319 (M+Na)". Anal. Calcd for C;9H,7FO,: C, 77.01, H, 5.78. Found:
C, 76.62, H, 5.62.

(Z)-2-(4-Butylbenzylidene)-4,6-difluorobenzofuran-3(2H)-one (23). The crude product was
prepared according to previous general procedure starting from 4,6-difluorobenzofuran-
3(2H)-one and 4-butylbenzaldehyde, and was purified by column chromatography on silica
gel (eluent CH,Cl,/cyclohexane 1/1) to afford 23 as a pure white solid (56%). Ci9H 6F>0..
m.p. 93-94 °C. "H NMR (400 MHz, CDCl3) ¢ 7.80 (d, 2H, J = 8.1 Hz, Hy. "), 7.29 (d, 2H, J =
8.1 Hz, Hy 5°), 6.91 (s, 1H, -CH=), 6.88 (m, 1H, H>), 6.63 (m, 1H, Hs), 2.68 (t, 2H, J = 7.5 Hz,
PhCH,CH,CH,CH3), 1.65 (p, 2H, J = 7.5 Hz, PhCH,CH,CH,CH3), 1.39 (sext., 2H, J = 7.5
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Hz, PhCH,CH,CH>CH3), 0.96 (t, 3H, J = 7.5 Hz, PhCH,CH,CH,CH3). *C NMR (100 MHz,
CDCL3) § 179.5, 170.1 (J = 13.0 Hz), 167.5 (J = 13.0 Hz), 160.8 (J = 16.2 Hz), 158.2 (J =
16.2 Hz), 146.4, 131.9, 129.4, 129.2, 114.5, 108.2 (J = 19.0 Hz), 100.0 (J; = 27.0 Hz, J, =
23.4 Hz), 97.5 (J; = 27.0 Hz, J, = 4.5 Hz). MS (ESI) m/z 315 (M+H)". Anal. Calcd for
CoHi6F20,: C, 72.61, H, 5.14. Found: C, 72.86, H, 5.47.

(Z£)-2-(4-Cyclohexylbenzylidene)-4,6-dibenzyloxybenzofuran-3(2H)-one (24). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from 4,6-
dibenzyloxybenzofuran-3(2H)-one and 4-cyclohexylbenzaldehyde, and was purified by col-
umn chromatography on silica gel (eluent CH,Cl,/cyclohexane 2/1) to afford 24 as a pure pale
yellow solid (43%). C3sH3,04. m.p. 155-157 °C. "H NMR (400 MHz, CDCl;) § 7.81 (d, 2H,
J=8.2 Hz, Hy¢), 7.32-7.50 (m, 10H, OCH»Ph), 7.29 (d, 2H, J= 8.2 Hz, H3 5°), 6.78 (s, 1H, -
CH=), 6.46 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Hy), 6.24 (d, J = 1.6 Hz, Hs), 5.28 (s, 2H, OCH,Ph), 5.11 (s,
2H, OCH,Ph), 2.53 (m, 1H, c-Hex), 1.89 (m, 4H, c-Hex), 1.78 (m, 1H, c-Hex), 1.43 (m, 4H,
¢-Hex), 1.30 (m, 1H, ¢-Hex). *C NMR (100 MHz, CDCl3) ¢ 180.8 (C3), 169.0, 167.8 (Ca,
Ce), 158.5 (Cy), 150.0 (Cys), 147.7 (Cy), 136.2, 135.7 (Cy», OCH2Ph), 131.4 (Cy¢), 130.3
(Cr), 129.0 (OCHyPh), 128.9 (OCHyPh), 128.7 (OCH,Ph), 128.1 (OCH,Ph), 127.8
(OCH,Ph), 127.5 (Cs5°), 127.0 (OCH,Ph), 111.2 (-CH=), 106.1 (Cy), 96.6 (Cs), 90.7 (C7),
71.0 (OCH,Ph), 70.9 (OCH,Ph), 44.8 (c-Hx), 34.4 (c-Hx), 27.1 (c-Hx), 26.3 (c-Hx). MS
(ESI) m/z 517 (M+H)+. Anal. Calcd for C35H3,04:0.33H,0: C, 80.46, H, 6.26. Found: C,
80.30, H, 6.67.

(Z)-2-(4-Butylbenzylidene)-benzofuran-3(2H)-one (25). The crude product was prepared

according to previous general procedure starting from benzofuran-3(2H)-one and 4-
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butylbenzaldehyde, and was purified by column chromatography on silica gel (eluent
CH,Cly/cyclohexane 1/1) to afford 25 as a pure pale yellow solid (44%). C;9H30,. m.p. 77-
78 °C. "H NMR (400 MHz, CDCl;) ¢ 7.87 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Hy ), 7.83 (d, 1H, J = 8.3 Hz,
Ha), 7.67 (t, 1H, J = 8.3 Hz, He), 7.35 (d, 1H, J = 8.3 Hz, H), 7.30 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Hs' 5°),
7.24 (t, 1H, J = 8.3 Hz, Hs), 6.92 (s, 1H, -CH=), 2.68 (t, 2H, J = 7.5 Hz, PhCH,CH,CH,CH3),
1.65 (p, 2H, J = 7.5 Hz, PhCH,CH,CH,CH3), 1.40 (sext., 2H, J = 7.5 Hz, PhCH,CH,CH,-
CH3), 0.96 (t, 3H, J = 7.5 Hz, PhCH,CH,CH,CH3). *C NMR (100 MHz, CDCl3) ¢ 185.0
(Cs3), 166.2 (Cg), 146.7 (Cy), 145.7 (Cys), 136.9 (Cs), 131.8 (Cao), 129.9 (Cy»), 129.3 (Cs-5),
124.8 (Cy), 123.6 (Cs), 122.0 (Cy), 113.7, 113.1 (C5, -CH=), 35.9 (PhCH,CH,CH,CH3), 33.6
(PhCH,CH,CH,CH3), 22.6 (PhCH,CH,CH,CH3;), 14.2 (PhCH,CH,CH,CH3). MS (ESI) m/z
279 (M+H)". Anal. Calcd for CoH;305-0.25H,0: C, 80.71, H, 6.55. Found: C, 80.96, H, 6.77.

2.3.5 Synthesis of derivatives via acid-mediated aldolic condensation

(Z)-2-(4-Hydroxybenzylidene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (21c). To a solution
of 4-hydroxybenzaldehyde (147 mg, 1.21 mmol) in methanol (10 mL) was added concentrat-
ed sulfuric acid (64.2 pL, 1.21 mmol) and the solution was stirred at room temperature for 30
minutes. 4,6-Dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (200 mg, 1.21 mmol) was then added, and the
solution was refluxed for 4 hours. After cooling, the mixture was concentrated under reduced
pressure then the residue was diluted into water (100 mL), extracted with ethyl acetate and
washed with water and brine. The combined organic layers were dried over magnesium sul-
fate, filtered and the filtrate was concentrated under reduced pressure to give the crude com-
pound which was purified by column chromatography on silica gel (eluent ethyl ace-
tate/cyclohexane 3/2) to afford 21c¢ as a pure yellow solid (54 mg, 17%). C;sH;oOs. m.p. >
295 °C (decomposition). "H NMR (400 MHz, ds-DMSO) & 10.84 (br s, 1H, OH), 10.03 (br s,
1H, OH), 7.75 (d, 2H, J = 8.7 Hz, H» ), 6.86 (d, 2H, J = 8.7 Hz, H3-5°), 6.54 (s, 1H, -CH=),
6.20 (d, 1H, J= 1.6 Hz, Hy), 6.06 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Hs). *C NMR (100 MHz, ds-DMSO) ¢
179.1 (Cs), 167.6, 167.1 (Ca, Cg), 158.8 (Cy), 158.2 (Cg), 146.0 (C,), 132.8 (Cr¢), 123.4
(Cr), 116.0 (Cs-5), 109.1 (-CH=), 102.9 (Cy), 97.7 (Cs), 90.5 (C7). MS (ESI) m/z 271
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(M+H)", 293 (M+Na)". Anal. Calcd for C;sH;¢Os: C, 66.67, H, 3.73. Found: C, 66.43, H,
3.83.

2.3.6 Synthesis of derivatives via deprotection of methoxy analogues

General procedure. To a solution of a (£)-2-benzylidenebenzofuran-3(2H)-one derivative in
anhydrous CH,Cl, (10 mL/mmol) was added pure boron tribromide (20 equivalents) at 0 °C.
The solution was then stirred at room temperature until TLC showed complete disappearance
of the starting materials (24 to 72 hours). Cold water was then added and the suspension was
extracted three times with ethyl acetate, washed with water and brine. The combined organic
layers were dried over magnesium sulfate, filtered and the filtrate was concentrated under
reduced pressure to afford the corresponding crude (Z)-2-benzylidenebenzofuran-3(2H)-one

derivative.

(£)-2-(2,4-Dihydroxybenzylidene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (180). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from (Z£)-2-(2,4-
dimethoxybenzylidene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one, and was washed three times with
distilled water to afford 180 as a yellow solid, which was analytically pure and used without
further purification (61%). CisH;0Os. m.p. > 230 °C (decomposition). '"H NMR (400 MHz,
ds-DMSO) 6 10.94 (s, 1H, OH), 10.29 (s, 1H, OH), 10.02 (s, 1H, OH), 7.96 (d, 1H, J = 8.2
Hz, H¢), 7.48 (t, 1H, J = 8.0 Hz, H¢), 7.03 (s, 1H, -CH=), 6.83 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Hy), 6.59
(d, 1H, J = 8.0 Hz, Hs), 6.40 (m, 2H, H3 5). *C NMR (400 MHz, ds-DMSO) ¢ 181.0 (C3),
165.6 (Cy), 160.9, 159.1 (Cy, Cy), 156.8 (Cy), 144.3 (Cy), 137.8 (Cs), 132.4 (C¢), 110.7 (Cy»),
110.1 (Cs), 109.7 (Cy), 108.3 (Cs>), 105.6 (-CH=), 102.5 (Cs>), 102.3 (C7). MS (ESI) m/z 271
(M+H)", 293 (M+Na)". Anal. Calcd for C;5sH,005-H,0: C, 62.50, H, 4.17. Found: C, 62.64,
H, 3.70.
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(Z)-2-Benzylidene-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (21j). The crude product was pre-
pared according to previous general procedure starting from (Z)-2-benzylidene-4,6-
dimethoxy-benzofuran-3(2H)-one, and was purified by column chromatography on silica gel
(eluent toluene/methanol 9/1) to afford 21j as a pure yellow solid (33%). CisH;0O4. m.p. >
225 °C (decomposition). "H NMR (400 MHz, ds-DMS0) 6 10.99 (br s, 2H, OH), 7.89 (d, 2H,
J=7.4Hz, Hs s), 7.47 (m, 2H, Hy ¢), 7.39 (m, 1H, H4), 6.61 (s, 1H, -CH=), 6.23 (s, 1H, H>),
6.08 (s, 1H, Hs). *C NMR (100 MHz, ds-DMSO) ¢ 180.0 (C3), 167.8 (C4, Cs), 158.4 (Cy),
147.7 (Cy), 132.3 (Cy), 130.6 (Cs-5), 129.1 (Cs), 128.9 (Cy¢), 108.0 (-CH=), 102.4 (Cy),
97.7 (Cs), 90.6 (C7). MS (ESI) m/z 255 (M+H)', 277 (M+Na)". Anal. Calcd for
Ci5sH0040.67H,0: C, 67.67, H, 4.26. Found: C, 67.67, H, 4.15.

(2)-2-(2,4-Dihydroxybenzylidene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (21d). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from (Z)-2-(2,4-
dimethoxy-benzylidene)-4,6-dimethoxybenzo-furan-3(2H)-one, and was washed three times
with distilled water to afford 21d as an orange solid, which was analytically pure and used
without further purification (58%). C;sH19O¢. m.p. > 270 °C (decomposition). "H NMR (400
MHz, ds-DMSO) 0 10.77 (s, 1H, OH), 10.74 (s, 1H, OH), 10.16 (s, 1H, OH), 9.90 (s, 1H,
OH), 7.89 (d, 1H, J = 8.4 Hz, He'), 6.88 (s, 1H, -CH=), 6.37 (m, 2H, Hs 5), 6.18 (d, 1H, J =
1.6 Hz, H;), 6.05 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Hs). *C NMR (100 MHz, d,-DMSO) § 179.1 (C3),
167.4, 166.7 (C4, C¢), 160.3, 158.6 (Cy, Cs), 158.0 (Cs), 145.4 (Cy), 132.0 (Cq), 110.8 (Cy»),
108.1 (Cs), 103.6 (-CH=), 103.1 (Cs), 102.3 (Cy), 97.5 (Cs), 90.4 (C7). MS (ESI) m/z 287
(M+H)+, 309 (M+Na)+. Anal. Calcd for Ci5sH;oO¢'1.1H,0O: C, 58.86, H, 3.99. Found: C,
58.78, H, 3.98.
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(Z£)-2-(3,4-Dihydroxybenzylidene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (21e). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from (Z2)-2-(3.,4-
dimethoxybenzylidene)-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one, and was washed three times
with distilled water to afford 21e as a yellow solid, which was analytically pure and used
without further purification (61%). C1sH0Og. m.p. > 260 °C (decomposition). "H NMR (400
MHz, CDs;0OD) ¢ 7.47 (d, 1H, J = 1.4 Hz, Hy"), 7.18 (dd, 1H, J= 8.2 Hz, J= 1.4 Hz, Hy'), 6.82
(d, 1H, J= 8.2 Hz, Hy)), 6.56 (s, 1H, -CH=), 6.19 (s, 1H, Hy), 6.01 (s, 1H, Hs). *C NMR (100
MHz, CD;0D) 6 178.9 (Cs), 167.4, 166.9 (C4, Co), 158.1 (Cyg), 147.4, 145.8, 145.4 (C,, Cs,,
Cs), 123.9 (Cy), 123.6 (Ce), 117.5 (Cs), 115.9 (Cy), 109.5 (-CH=), 102.8 (Cy), 97.5 (Cs),
90.2 (C7). MS (ESI) m/z 287 (M+H)", 309 (M+Na)". Anal. Calcd for C;5H,¢0s'1.3H,0: C,
57.57, H, 4.05. Found: C, 57.12, H, 3.81.

(Z)-2-(4-Butylbenzylidene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (21g). The crude product
was prepared according to previous general procedure starting from (Z2)-2-(4-
butylbenzylidene)-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one, and was purified by column chroma-
tography on silica gel (eluent ethyl acetate/cyclohexane 1/1) to afford 21g a pure yellow solid
(52%). C1oH 304 mup. 221-222 °C. "H NMR (400 MHz, d;-DMSO) 6 10.95 (br s, 2H, OH),
7.79 (d, 2H, J = 8.1 Hz, Hy¢), 7.29 (d, 2H, J = 8.1 Hz, H3-5"), 6.57 (s, 1H, -CH=), 6.21 (s,
1H, Hy), 6.07 (s, 1H, Hs), 2.61 (t, 2H, J = 7.5 Hz, PhCH,CH,CH,CH3), 1.56 (p, 2H, J = 7.5
Hz, PhCH,CH,CH,CH3), 1.31 (sext., 2H, J = 7.5 Hz, PhCH,CH,CH,CH3), 0.89 (t, 3H, J =
7.5 Hz, PhCH,CH,CH,CH3). *C NMR (100 MHz, ds-DMSO) d 179.0 (C3), 167.8, 167.6 (Ca,
Ce), 158.5 (Cy), 147.4 (Cy), 143.9 (Cy), 130.7 (Cre), 129.9 (Cy), 128.9 (C5-5), 108.3 (-
CH=), 102.6 (Cy), 97.8 (Cs), 90.5 (C7), 34.8 (PhCH,CH,CH,CH3), 32.9 (PhCH,CH,CH,CH3),
21.8 (PhCH,CH,CH,CH3), 13.8 (PhCH,CH,CH,CH3). MS (ESI) m/z 311 (M+H)", 333
(M+Na)", 643 (2M+Na)". Anal. Calcd for C;oH304-0.33H,0: C, 72.15, H, 5.91. Found: C,
72.00, H, 5.83.
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(Z£)-2-(4-Cyclohexylbenzylidene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (21h). The crude
product was prepared according to previous general procedure starting from (Z2)-2-(4-
cyclohexylbenzylidene)-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one, and was purified by column
chromatography on silica gel (eluent ethyl acetate/cyclohexane 1/1) to afford 21h as a pure
yellow solid (64%). Cy1H20O04. m.p. > 215 °C (decomposition). 'H NMR (400 MHz, ds-
DMSO) ¢ 10.98 (br s, 2H, OH), 7.79 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Hy¢), 7.31 (d, 2H, J = 8.3 Hz,
Hs s, 6.56 (s, 1H, -CH=), 6.20 (d, 1H, J= 1.5 Hz, Hy), 6.07 (d, 1H, J = 1.5 Hz, Hs), 2.54 (m,
1H, c-Hex), 1.79 (m, 4H, c-Hex), 1.70 (m, 1H, c-Hex), 1.39 (m, 4H, c-Hex), 1.31 (m, 1H, c-
Hex). *C NMR (100 MHz, d;-DMSO) 6 179.0 (C3), 167.8, 167.5 (C4, Ce), 158.5 (Cg), 149.0
(Cs), 147.4 (Cy), 130.7 (Cy ), 130.0 (Cy), 127.3 (C35), 108.2 (-CH=), 102.5 (Cy), 97.7 (Cs),
90.5 (C7), 43.7 (c-Hex), 33.7 (c-Hex), 26.3 (c-Hex), 25.5 (c-Hex). MS (ESI) m/z 337 (M+H)",
359 (M+Na)", 695 (2M+Na)". Anal. Calcd for Cy;H,004:0.5H,0: C, 73.03, H, 6.13. Found:
C, 72.95, H, 6.01.

(Z£)-2-(4-Fluorobenzylidene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (21i). The crude product
was prepared according to previous general procedure starting from (Z2)-2-(4-
fluorobenzylidene)-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one, and was purified by column chro-
matography on silica gel (eluent CH,Cly/methanol 9/1) to afford 21i as a pure yellow solid
(50%). C1sHoFO4. m.p. > 270 °C (decomposition). "H NMR (400 MHz, ds-DMSO) § 11.00
(brs, 1H, OH), 10.97 (br s, 1H, OH), 7.96 (m, 2H, Hy ¢, 7.31 (m, 2H, Hs 5), 6.64 (s, 1H, -
CH=), 6.22 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Hy), 6.08 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Hs). *C NMR (100 MHz, dj-
DMSO) ¢ 179.0 (Cs), 167.9, 167.5 (Cs, Co), 162.3 (d, J = 248.4 Hz, Cy), 158.5 (Cy), 147.5
(Cy), 1329 (d, J = 8.2 Hz, Cy¢), 129.1 (Cy), 116.0 (d, J = 21.7 Hz, Cs-5), 107.1 (-CH=),
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102.5 (Co), 97.8 (Cs), 90.7 (C7). MS (ESI) m/z 273 (M+H)", 295 (M+Na)". Anal. Calcd for
C15sHoFO4-0.33H,0: C, 64.74, H, 3.48. Found: C, 64.58, H, 3.67.

2.4 SYNTHESIS OF (Z)-2-((6-HYDROXY-1-OXYPYRIDIN-3-YL)METHY-

LENE)BENZOFURAN-3 (2 H)-ONE DERIVATIVES

2.4.1 Synthesis of (£)-2-((6-hydroxy-1-oxypyridin-3-yl)methylene)-6-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one

HO e) —

(£)-2-((6-Methoxypyridin-3-yl)methylene)-6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (30a). To a
solution of 6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (963 mg, 6.42 mmol) in methanol (100 mL) were
added an aqueous solution of potassium hydroxide (50%, 7 mL), followed by the addition of
6-methoxy-3-pyridinecarboxaldehyde (880 mg, 6.42 mmol) and the mixture was reflux for 2
hours. After cooling, methanol was removed under reduced pressure, then the residue was
diluted into distilled water and an aqueous solution of hydrochloric acid (10%) was added to
adjust the pH to 2 — 3. The resulting precipitate was filtered and washed successively with
water, acetonitrile, and diethyl ether to afford the hydrochloride salt of 30a (1,820 mg, 93%)
as a pale yellow solid. C;sH;;NO,. m.p. 260-262 °C (decomposition). '"H NMR (400 MHz,
de-DMSO) 611.25 (s, 1H, OH), 8.66 (s, 1H, Hy’), 8.28 (d, 1H, J= 8.0 Hz, H¢), 7.60 (d, 1H, J
= 8.0 Hz, Hy), 6.93 (d, 1H, J= 8.0 Hz, Hs"), 6.79 (s, 1H, -CH=), 6.79 (s, 1H, Hy), 6.71 (d, 1H,
J = 8.0 Hz, Hs), 3.89 (s, 3H, OCH;). ®C NMR (100 MHz, ds-DMSO) & 181.1 (C3), 167.8
(Ce), 166.6 (Cg), 163.8 (Cs), 150.4 (Cy), 147.2 (Cy), 140.4 (Cs), 126.0 (Cy), 122.1 (Cy),
113.1 (Cy), 112.9 (Cy), 111.2 (-CH=), 107.4 (Cs>), 98.7 (Cs), 53.6 (OCH3). MS (ESI) m/z 270
(M+H)". Anal. Calcd for C;5sH;;NO,40.75HCI: C, 60.73, H, 3.96, N, 4.72. Found: C, 60.54,
H, 4.30, N, 4.80.
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AcO e} —

(Z£)-2-((6-Methoxypyridin-3-yl)methylene)-6-acetoxybenzofuran-3(2H)-one (31a). A solu-
tion of (Z£)-2-((6-methoxypyridin-3-yl)methylene)-6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (378 mg,
1.41 mmol) in acetic anhydride (8 mL) was refluxed for 5 hours. After cooling, the mixture
was poured into water (60 mL) and then extracted with CH,Cl,. The combined organic layers
were washed with water and brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the
filtrate was concentrated under reduced pressure to afford 31a (419 mg, 96%) as a pale yellow
solid. C17H;3NOs. m.p. 190-192 °C. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 68.60 (d, 1H, J = 2.4 Hz,
H,"), 8.23 (dd, 1H, J; =8.7 Hz, J,=2.4 Hz, He’), 7.82 (d, 1H, J= 8.3 Hz, Hs), 7.14 (d, IH, J =
1.8 Hz, Hy), 6.97 (dd, 1H, J; = 8.3 Hz, J, = 1.8 Hz, Hs), 6.85 (d, 1H, J= 8.7 Hz, Hs"), 6.85 (s,
1H, -CH=), 4.01 (s, 3H, OCH3), 2.37 (s, 3H, OCOCH3). *C NMR (100 MHz, CDCl3) &
182.9 (C3), 168.4 (C¢), 166.5 (Cg), 164.7 (Cy), 157.3 (OCOCHj3), 150.9 (Cy), 147.0 (Cy),
140.3 (Cg¢), 125.6 (Cy4), 121.9 (Cy), 119.3 (Cy), 117.6 (Cs), 111.6 (-CH=), 110.1 (Cs), 106.7
(C), 53.8 (OCH3), 21.2 (OCOCH3). MS (ESI) m/z 312 (M+H)", 334 (M+Na)". Anal. Calcd
for C7H13NOs0.25H,0: C, 64.66, H, 4.28, N, 4.44. Found: C, 64.18, H, 4.02, N, 4.49.

OMe

\
/ N-O
AcO o) —

o

(Z£)-2-((6-Methoxy-1-oxypyridin-3-yl)methylene)-6-acetoxybenzofuran-3(2H)-one (32a).
To a solution of (Z2)-2-((6-methoxypyridin-3-yl)methylene)-6-acetoxybenzofuran-3(2H)-one
(1,000 mg, 3.22 mmol) in CH,Cl, (40 mL) at 0 °C was added urea hydrogen peroxide adduct
(1,280 mg, 12.88 mmol), followed by the addition of trifluoroacetic anhydride (1,790 pL,
12.88 mmol), and the mixture was stirred at room temperature for 16 hours. The mixture was
then extracted with CH,Cl,. The combined organic layers were washed with sodium thiosul-
fate, water and brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was
concentrated under reduced pressure to afford a yellow solid, which was purified by flash
chromatography on silica gel (gradient eluent CH,Cly/methanol 98/2 to 90/10) to afford 32a
(658 mg, 63%) as a pure yellow solid. C;7H;3NOg. m.p. 155-157 °C. '"H NMR (400 MHz,
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CDCL3) §8.95 (d, 1H, J=2.0 Hz, Hy"), 7.77 (d, 1H, J= 8.3 Hz, Hy), 7.65 (dd, 1H, J, = 8.7 Hz,
J> = 2.0 Hz, Hg), 7.13 (d, 1H, J = 1.8 Hz, Hy), 6.97 (dd, 1H, J; = 8.3 Hz, J, = 1.8 Hz, Hs),
6.96 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Hs"), 6.60 (s, 1H, -CH=), 4.13 (s, 3H, OCHs), 2.35 (s, 3H, OCOCH).
3C NMR (100 MHz, CDCl5) & 182.8 (Cs), 168.4 (Ce), 166.8 (Cs), 158.9, 157.9 (Cy,
OCOCH;), 148.0 (C»), 141.5 (Cy:), 130.4 (Ce), 125.9 (C4), 123.5 (C;+), 118.8 (Co), 118.4 (Cs),
107.7 (Cs), 107.0 (C5), 106.6 (-CH=), 57.7 (OCHs), 21.4 (OCOCH;). MS (ESI) m/z 328
(M+H)", 350 (M+Na)". Anal. Calcd for C;;H;3NO-0.5H,0: C, 60.71, H, 4.16, N, 4.16.
Found: C, 60.74, H, 4.08, N, 4.41.

HO e} —

(£)-2-((6-Hydroxy-1-oxypyridin-3-yl)methylene)-6-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (29a).
To a solution of (Z)-2-((6-methoxy-1-oxypyridin-3-yl)methylene)-6-acetoxybenzofuran-
3(2H)-one (400 mg, 1.22 mmol) in methanol (6 mL) was added an aqueous solution of hydro-
chloric acid (10%, 4 mL) and the mixture was refluxed for 16 hours. After cooling, the precip-
itate was filtered and washed successively with water, methanol and diethyl ether to afford
29a (274 mg, 83%) as a white solid. C;4HoNOs. m.p. > 280 °C. '"H NMR (400 MHz, d,-
DMSO) 612.19 (br s, 1H, OH), 11.17 (s, 1H, OH), 8.56 (s, 1H, H»"), 8.08 (d, 1H, J=9.2 Hz,
H¢), 7.59 (d, 1H, J = 8.2 Hz, H4), 6.78 (s, 1H, Hy), 6.72 (s, 1H, -CH=), 6.65-6.70 (m, 2H,
Hss). *C NMR (100 MHz, d-DMSO) & 180.7 (C3), 167.3 (Ce), 166.3 (Cyg), 157.0 (Cy),
146.1 (Cy), 139.5 (Cy»), 138.6 (Cg¢), 125.8 (Ca4), 119.4 (Cs»), 113.0 (Cr,9), 110.6 (Cy»), 107.2 (-
CH=), 98.6 (Cs). MS (ESI) m/z 270 (M-H)". Anal. Calcd for C;4H9NOs-0.25H,0: C, 60.98;
H, 3.45; N, 5.08. Found: C, 60.73; H, 3.19; N, 5.22.

2.4.2 Synthesis of (Z)-2-((6-hydroxy-1-oxypyridin-3-yl)methylene)-4-
hydroxybenzofuran-3(2H)-one
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(Z2)-2-((6-Methoxypyridin-3-yl)methylene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (30b). To a
solution of 4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (200 mg, 1.33 mmol) in methanol (10 mL) were
added an aqueous solution of potassium hydroxide (50%, 1 mL), followed by the addition of
6-methoxy-3-pyridinecarboxaldehyde (183 mg, 1.33 mmol) and the mixture was reflux for 4
hours. After cooling, methanol was removed under reduced pressure, then the residue was
diluted into distilled water and an aqueous solution of hydrochloric acid (10%) was added to
adjust the pH to 2 — 3. The resulting precipitate was filtered and washed successively with
water, acetonitrile, and diethyl ether to afford the hydrochloride salt of 30b (337 mg, 94%) as
a pale yellow solid. C;sH;;NO4. m.p. > 260 °C (decomposition). '"H NMR (400 MHz, d-
DMSO) 611.24 (s, 1H, OH), 8.70 (d, 1H, J= 2.0 Hz, H»-), 8.32 (dd, 1H, J; = 8.7 Hz, J,=2.0
Hz, H¢), 7.55 (t, 1H, J = 8.2 Hz, H¢), 6.98 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Hs), 6.87 (d, IH, J = 8.2 Hz,
Hy), 6.81 (s, 1H, -CH=), 6.68 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Hs), 3.92 (s, 3H, OCH;). *C NMR (100
MHz, d¢-DMSO) 6 180.9 (Cs), 165.8 (Csg), 163.7 (Cy), 157.2 (Cy), 150.3 (Cy), 146.3 (Cy),
140.2 (Ce), 138.6 (Cq), 122.2 (Cy), 111.1 (-CH=), 110.7 (Cs), 109.1 (Cy), 106.9 (Cs>), 102.4
(C7), 53.6 (OCH3). MS (ESI) m/z 268 (M-H)". Anal. Calcd for C;sH;;NO4HCI-0.125H,0: C,
58.49, H, 3.98, N, 4.55. Found: C, 58.21, H, 4.26, N, 4.67.

OMe

OAc ©
(Z£)-2-((6-Methoxypyridin-3-yl)methylene)-4-acetoxybenzofuran-3(2H)-one (31b). A solu-
tion of (2)-2-((6-methoxypyridin-3-yl)methylene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (100 mg,
0.375 mmol) in acetic anhydride (2 mL) was refluxed for 5 hours. After cooling, the mixture
was poured into water (15 mL) and then extracted with CH,Cl,. The combined organic layers
were washed with water and brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the
filtrate was concentrated under reduced pressure to afford 31b (97 mg, 84%) as a pale yellow
solid. C17H3NOs. m.p. 210-211 °C. "H NMR (400 MHz, CDCl;) §8.60 (d, 1H, J = 2.3 Hz,
Hy"), 8.22 (dd, 1H, J; = 8.7 Hz, J, =2.3 Hz, He’), 7.65 (t, 1H, J= 8.2 Hz, He), 7.18 (d, 1H, J =
8.2 Hz, Hy), 6.88 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Hs), 6.85 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Hs"), 6.78 (s, 1H, -CH=),
4.00 (s, 3H, OCH3), 2.44 (s, 3H, OCOCH3). *C NMR (100 MHz, CDCl3) §181.4 (C3), 168.7
(Cs), 166.2 (Cg), 164.8 (Cs), 151.1 (Cy), 148.0 (OCOCH3), 146.5 (C,), 140.6 (Ce), 137.8
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(Ce), 122.1 (Cy), 116.7 (Cs), 114.9 (C7), 111.8 (-CH=), 110.6 (Cs), 110.3 (Cs), 54.1 (OCH3),
20.9 (OCOCH3). MS (ESI) m/z 312 (M+H)", 334 (M+Na)".

OMe

oAc ©

(Z£)-2-((6-Methoxy-1-oxypyridin-3-yl)methylene)-4-acetoxybenzofuran-3(2H)-one (32b).
To a solution of (Z)-2-((6-methoxypyridin-3-yl)methylene)-4-acetoxybenzofuran-3(2H)-one
(385 mg, 1.24 mmol) in CH,Cl, (20 mL) at 0 °C was added urea hydrogen peroxide adduct
(507 mg, 4.96 mmol), followed by the addition of trifluoroacetic anhydride (710 pL, 4.96
mmol), and the mixture was stirred at room temperature for 5 hours. The mixture was then
extracted with CH,Cl,. The combined organic layers were washed with sodium thiosulfate,
water and brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was con-
centrated under reduced pressure to afford a yellow solid, which was purified by flash chro-
matography on silica gel (gradient eluent CH,Cl,/methanol 98/2 to 90/10) to afford 32b (242
mg, 60%) as a pure yellow solid. C7H;3NOg. m.p. > 190 °C (decomposition). '"H NMR (400
MHz, CDCl3) 69.05 (d, 1H, J=2.0 Hz, Hy"), 7.69 (t, 1H, J = 8.2 Hz, Hg), 7.64 (dd, 1H, J; =
8.7 Hz, J, = 2.0 Hz, He'), 7.24 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Hy), 6.98 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Hs’), 6.91 (d,
1H, J = 8.2 Hz, Hs), 6.58 (s, 1H, -CH=), 4.16 (s, 3H, OCH3), 2.43 (s, 3H, OCOCH;). *C
NMR (100 MHz, CDCl3) 6 181.2 (C3), 168.6 (Ca), 166.3 (Cg), 159.0 (Cy4-), 148.0 (OCOCH3),
147.4 (Cy), 141.6 (Cy), 138.6 (Cg), 130.5 (Ce), 123.6 (Cy»), 117.3 (Cs), 114.5 (C7), 110.8 (Cy),
107.7 (Cs»), 106.6 (-CH=), 57.8 (OCH3), 20.9 (OCOCH3). MS (ESI) m/z 328 (M+H)", 350
(M+Na)+. Anal. Calcd for C;7H5NO0.25H,0: C, 61.54, H, 4.07, N, 4.22. Found: C, 60.96,
H,3.91, N, 3.93.

(Z2)-2-((6-Hydroxy-1-oxypyridin-3-yl)methylene)-4-hydroxybenzofuran-3(2H)-one (29b).
To a solution of (Z)-2-((6-methoxy-1-oxypyridin-3-yl)methylene)-4-acetoxybenzofuran-
3(2H)-one (220 mg, 0.672 mmol) in methanol (3 mL) was added an aqueous solution of hy-
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drochloric acid (10%, 3 mL) and the mixture was refluxed for 40 hours. After cooling, the
precipitate was filtered and washed successively with water, methanol and diethyl ether to
afford 29b (138 mg, 76%) as a pale yellow solid. C14HoNOs. m.p. 272-274 °C. "TH NMR (400
MHz, ds-DMSO) 6 12.16 (br s, 1H, OH), 11.09 (s, 1H, OH), 8.56 (d, 1H, J = 2.2 Hz, H»),
8.06 (dd, 1H, J; = 9.5 Hz, J, = 2.2 Hz, H¢"), 7.51 (t, 1H, J = 8.1 Hz, Hg), 6.84 (d, 1H, J=8.1
Hz, H,), 6.70 (s, 1H, -CH=), 6.66 (d, 1H, J=9.5 Hz, Hs), 6.61 (d, 1H, J= 8.1 Hz, Hs). *C
NMR (100 MHz, de-DMSO) 6 180.6 (C3), 165.5, 157.0 (Cs), 145.3 (Cy), 139.4 (Cy), 138.6
(C¢), 138.4 (Cg), 119.4 (Cs), 110.8 (Cs), 110.5 (Cy>), 109.3 (Cy), 106.8 (-CH=), 102.5 (C5).
MS (ESI) m/z 270 (M-H)". Anal. Calcd for C;4H9NOs5-0.33H,0: C, 60.64, H, 3.49, N, 5.05.
Found: C, 60.63, H, 3.36, N, 4.83.

2.4.3 Synthesis of (Z2)-2-((6-hydroxy-1-oxypyridin-3-yl)methylene)-
4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one

OMe

HO e} —

oH ©

(Z£)-2-((6-Methoxypyridin-3-yl)methylene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (30c). To
a solution of 4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one (364 mg, 2.19 mmol) in ethanol (7 mL)
were added an aqueous solution of potassium hydroxide (50%, 9 mL), followed by the addi-
tion of 6-methoxy-3-pyridinecarboxaldehyde (300 mg, 2.19 mmol) and the mixture was reflux
for 6 hours. After cooling, ethanol was removed under reduced pressure, then the residue was
diluted into distilled water and an aqueous solution of hydrochloric acid (10%) was added to
adjust the pH to 2 — 3. The resulting precipitate was filtered and washed successively with
water, acetonitrile, and diethyl ether to afford the hydrochloride salt of 30¢ (656 mg, 93%) as
a pale yellow solid. C;sH;;NOs. m.p. > 210 °C (decomposition). "H NMR (400 MHz, d-
DMSO) 611.02 (br s, 2H, OH), 8.64 (d, 1H, J= 2.2 Hz, H»), 8.26 (dd, 1H, J; =8.7 Hz, J, =
2.2 Hz, H¢), 6.95 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Hs"), 6.64 (s, 1H, -CH=), 6.24 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Hy),
6.12 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Hs), 3.90 (s, 3H, OCHs). *C NMR (100 MHz, ds-DMSO) & 178.7
(Cs3), 167.6, 167.4 (Ca, Cs), 163.4 (Cy), 158.4 (Cg), 149.7 (Cy), 147.5 (Cy), 140.1 (Ce’), 122.4
(Cr»), 111.0 (-CH=), 105.0 (Cs), 102.5 (Cy), 97.8 (Cs), 90.6 (C7), 53.5 (OCH3). MS (ESI) m/z
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284 (M-H)". Anal. Calcd for C;sH;;NOs-HCI-:3H,O: C, 48.06, H, 4.54, N, 3.74. Found: C,
48.16, H, 4.70, N, 3.81.

AcO e} —

oAc ©

(Z£)-2-((6-Methoxypyridin-3-yl)methylene)-4,6-diacetoxybenzofuran-3(2H)-one (31c). A
solution of (2)-2-((6-methoxypyridin-3-yl)methylene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one
(400 mg, 1.40 mmol) in acetic anhydride (8 mL) was refluxed for 16 hours. After cooling, the
mixture was poured into water (60 mL) and then extracted with CH,Cl,. The combined organ-
ic layers were washed with water and brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered,
and the filtrate was concentrated under reduced pressure to afford 31c (378 mg, 73%) as a
pale yellow solid. C1oH;sNO;. m.p. 212-214 °C. "H NMR (400 MHz, CDCl;) 58.58 (d, 1H, J
=2.4 Hz, Hy), 8.19 (dd, 1H, J; = 8.8 Hz, J, = 2.4 Hz, H¢"), 7.04 (d, 1H, J= 1.7 Hz, H5), 6.85
(d, 1H, J= 8.8 Hz, Hs"), 6.78 (s, 1H, -CH=), 6.70 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hs), 4.00 (s, 3H, OCHs),
2.43 (s, 3H, OCOCHs), 2.36 (s, 3H, OCOCH;). *C NMR (100 MHz, CDCl3) §180.2 (C3),
168.1, 168.0 (C4, Cs), 166.3 (Csg), 164.7 (Cs), 157.8 (6-OCOCHj3), 150.9 (Cy’), 148.3 (4-
OCOCH;), 146.8 (C,), 140.4 (C¢), 121.8 (Cy), 112.4 (Cy), 111.7 (-CH=), 110.9 (Cs), 110.3
(Cs), 104.2 (Cy), 54.0 (OCH3), 21.3 (6-OCOCHj3), 20.7 (4-OCOCH3). MS (ESI) m/z 370
(M+H)", 392 (M+Na)". Anal. Calcd for C;oH;sNO;-0.33H,0: C, 60.80, H, 4.18, N, 3.73.
Found: C, 60.66, H, 3.86, N, 3.76.

AcO 'e) —

OAc ©

(£)-2-((6-Methoxy-1-oxypyridin-3-yl)methylene)-4,6-diacetoxybenzofuran-3(2 H)-one

(32¢). To a solution of (Z)-2-((6-methoxypyridin-3-yl)methylene)-4,6-diacetoxybenzofuran-
3(2H)-one (309 mg, 0.837 mmol) in CH,Cl, (10 mL) at 0 °C was added urea hydrogen perox-
ide adduct (317 mg, 3.35 mmol), followed by the addition of trifluoroacetic anhydride (470
pL, 3.35 mmol), and the mixture was stirred at room temperature for 16 hours. The mixture

was then extracted with CH,Cl,. The combined organic layers were washed with sodium thio-
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sulfate, water and brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was
concentrated under reduced pressure to afford a yellow solid, which was purified by flash
chromatography on silica gel (gradient eluent CH,Cl) to afford 32¢ (81 mg, 25%) as a pure
yellow solid. C19H;sNOg. "H NMR (400 MHz, CDCls) §9.02 (d, 1H, J = 1.8 Hz, Hy), 7.70
(dd, 1H, J; = 8.7 Hz, J> = 1.8 Hz, He¢’), 7.08 (d, 1H, J= 1.7 Hz, Hy), 7.01 (d, 1H, J = 8.7 Hz,
Hs), 6.75 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hs), 6.58 (s, 1H, -CH=), 4.17 (s, 3H, OCHs), 2.42 (s, 3H,
OCOCH3), 2.37 (s, 3H, OCOCH3).

HO e} —

OH O
(2)-2-((6-Hydroxy-1-oxypyridin-3-yl)methylene)-4,6-dihydroxybenzofuran-3(2H)-one
(29¢). To a solution of (£)-2-((6-methoxy-1-oxypyridin-3-yl)methylene)-4,6-diacetoxybenzo-
furan-3(2H)-one (50 mg, 0.130 mmol) in methanol (1.5 mL) was added an aqueous solution
of hydrochloric acid (10%, 1 mL) and the mixture was refluxed for 16 hours. After cooling,
the precipitate was filtered and washed successively with water, methanol and diethyl ether to
afford 29¢ (27 mg, 72%) as a pale yellow solid. C14HoNOg. m.p. > 250 °C (decomposition).
"H NMR (400 MHz, dg-DMSO) & 12.12 (br s, 1H, OH), 10.92 (s, 1H, OH), 10.87 (s, 1H,
OH), 8.50 (s, 1H, Hy), 8.02 (d, 1H, J = 9.5 Hz, Hg¢), 6.54 (s, 1H, -CH=), 6.20 (s, 1H, Hy),
6.06 (s, 1H, Hs). ®C NMR (100 MHz, d¢-DMSO) & 178.4 (C3), 167.3, 167.1 (C4, Cs), 158.1
(Csg), 156.8 (Cys), 146.3 (C,), 138.6, 138.4 (Cy, C¢), 119.2 (Cs), 110.8 (Cy>), 104.7 (-CH=),
102.6 (Cy), 97.6 (Cs), 90.5 (C;). MS (ESI) m/Zz 286 (M-H). Anal. Caled for
C14HoNO4-0.125H,0: C, 58.08, H, 3.20, N, 4.84. Found: C, 57.67, H, 3.15, N, 4.80.

OMe

MeO 'e) —

OMe ©

(Z£)-2-((6-Methoxypyridin-3-yl)methylene)-4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one  (30d).
To a solution of 4,6-dimethoxybenzofuran-3(2H)-one (1.00 g, 5.15 mmol) in methanol (100
mL) were added an aqueous solution of potassium hydroxide (50%, 7 mL), followed by the

addition of 6-methoxy-3-pyridinecarboxaldehyde (706 mg, 5.15 mmol) and the mixture was
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stirred at room temperature for 3 hours. Methanol was removed under reduced pressure, then
the residue was diluted into distilled water. The mixture was extracted with CH,Cl,. The
combined organic layers were washed with water and brine, dried over anhydrous magnesium
sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to afford a yellow
solid, which was recrystallized from methanol to afford 30d (1.33 mg, 83%) as pure yellow
crystals. C17H;sNOs. m.p. 196-197 °C. "TH NMR (400 MHz, CDCl;) §8.51 (s, 1H, Hy), 8.14
(d, 1H, J = 8.7 Hz, H¢), 6.78 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Hs>), 6.67 (s, IH, -CH=), 6.31 (s, 1H, Hy),
6.09 (s, 1H, Hs), 3.96 (s, 3H, OCHs), 3.92 (s, 3H, OCHs), 3.88 (s, 3H, OCH;). *C NMR (100
MHz, CDCls) 6 180.4 (Cs), 169.1, 168.9 (C4, Cs), 164.4 (Cy), 159.6 (Csg), 150.4 (Cy), 147.8
(Cy), 140.2 (Ce), 122.5 (Cy), 111.4 (-CH=), 107.6 (Cs), 105.4 (Cy), 94.2 (Cs), 89.4 (C), 56.4
(OCH3), 56.3 (OCH3), 53.9 (OCH3). MS (ESI) m/z 314 (M+H)", 336 (M+Na)",

2.5 RESOLUTION OF (+/-)-TRAMADOL USING (+)-DTTA

2.5.1 Preparation of the free base starting from hydrochloride or

DTTA salt

General procedure. To a mixture of a saturated solution of NaHCO3 in water (16 mL) and
solid Na,COs3 (400 mg) was added portionwise a hydrochloric or DTTA salt of (+/—)-tramadol
(7 mmol). Once the solids had dissolved, the solution was extracted with CH,Cl,. The com-
bined organic layers were washed with water and brine, dried over anhydrous magnesium
sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to afford the free

base as a colorless oil (1.77 g, 96%).

2.5.2 Resolution via the formation of diastereomers

General procedure. To a solution of (+/—)-tramadol free base (704 mg, 2.83 mmol) in etha-
nol (2.5 mL) at 70 °C was added a solution of D-(+)-DTTA (1.03 g, 2.67 mmol) in ethanol (10
mL) at 70 °C. The mixture was stirred at 70 °C for 30 minutes then slowly cooled to 25 °C.
After triturating the solution, the white precipitate was recovered by filtration, washed with
cold ethanol and dried to afford a DTTA—tramadol salt as a colorless oil (650 mg, 1.00
mmol). The filtrate was concentrated under reduced pressure to afford another DTTA—

tramadol salt as a colorless oil (1.09 g, 1.67 mmol).
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2.5.3 Preparation of hydrochloride salt of tramadol

General procedure. The tramadol free base was diluted in a saturated solution of HCI in di-
ethyl ether then the solid was filtered and poured in fresh diethyl ether. This procedure was
repeated three times, and the solid was filtered, washed with diethyl ether then dried to afford

the hydrochloride salt of tramadol as a white solid.

OMe

*HCI

(1R,2R)-(+)-Tramadol hydrochloride. HPLC analysis. The injection volume was 5 uL.
Analytes were eluted with an isocratic mobile phase (hept/IPA/DEA = 97/3/0.1, v/v/v) at a
flow rate of 1 mL/min for 11 min. Column temperature was set at 30 °C. Detection wave-
length was set at 270 nm. E.e. 97.8%. [a]p = +35.5 (¢ = 0.375, MeOH), 1it.**® [a]p = +34.3 (¢
=1.22, MeOH).

OMe

*HCI
:
~

_N

(1S5,25)-(-)-Tramadol hydrochloride. HPLC analysis. The procedure was similar as above.
E.e. 92.7%. [a]p = -37.3 (c = 0.308, MeOH), 1it.** [a]p = -34.3 (c = 1.27, MeOH).

2.6 SYNTHESIS OF 7-0XOHEPTANAL DERIVATIVES

2.6.1 Synthesis of 7-(3-methoxyphenyl)-7-oxoheptanal

OMe
3

245



PARTIE 7. PARTIE EXPERIMENTALE

1-(3-Methoxyphenyl)cycloheptanol (34). To a solution of bromoanisole (1,000 mg, 5.35
mmol) in anhydrous THF (10 mL) was added a 2.5 M solution of n-BuLi in hexanes (2.15
mL, 5.35 mmol) at -78 °C, and the mixture was stirred at -78 °C for 45 minutes. A solution of
cycloheptanone (545 mg, 4.86 mmol) in anhydrous THF (5 mL) was then added and the mix-
ture was stirred at -78 °C for 2 hours. The solvents were removed under reduced pressure then
the residue was diluted into distilled water and the mixture was extracted with CH,Cl,. The
combined organic layers were washed with water and brine, dried over anhydrous magnesium
sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to afford a yellow
oil, which was purified by flash chromatography on silica gel (eluent CH,Cl,) to afford 34
(984 mg, 92%) as a pure colorless oil. C;4H20O,. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 67.27 (t, 1H, J
= 8.0 Hz, Hs), 7.07-7.13 (m, 2H, H» ¢’), 6.80 (dd, 1H, J; = 8.0 Hz, J, = 2.5 Hz, Hs), 3.83 (s,
3H, OCHs), 1.55-2.10 (m, 12H, CH,). ®C NMR (100 MHz, CDCl3) & 159.7 (Cs), 152.9
(Cr), 129.4 (Cs), 117.1 (C¢), 111.7, 110.9 (Cy, Cs), 77.2 (Cy), 55.4 (OCHs3), 43.4 (C,7), 29.3
(Ca5),22.8 (C356). MS (ESI) m/z 219 (M-H)'".

OMe
3

1-(3-Methoxyphenyl)cyclohept-1-ene (35). To a solution of 1-(3-methoxyphenyl)cyclo-
heptanol (964 mg, 4.38 mmol, 34) in CH,Cl, (20 mL) was added trifluoroacetic acid (336 pL,
4.38 mmol) and the mixture was stirred at 25 °C for 1 hour. Water was added and the mixture
was extracted with CH,Cl,. The combined organic layers were washed with water and brine,
dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under re-
duced pressure to afford 35 (750 mg, 100%) as a yellow oil which was analytically pure and
used without purification. C4H;30. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.28 (t, 1H, J = 8.0 Hz,
Hs), 7.00 (ddd, 1H, J; = 8.0 Hz, J, = 1.6 Hz, J; = 1.0 Hz, He’), 6.95 (dd, 1H, J; = 2.5 Hz, J, =
1.6 Hz, Hy'), 6.83 (ddd, 1H, J; =8.0 Hz, J,=2.5 Hz, J;=1.0 Hz, Hy"), 6.19 (t, 1H, J = 6.8 Hz,
H,), 3.87 (s, 3H, OCHs), 2.68 (m, 2H, CH>), 2.36 (m, 2H, CH>), 1.91 (m, 2H, CH,), 1.60-1.75
(m, 4H, CH,). *C NMR (100 MHz, CDCls) & 159.6 (C3), 146.6 (C)), 145.0 (Cy), 130.6,
129.1 (Cy, Cs»), 118.3 (C¢), 111.6, 111.6 (Cy, Cs’), 55.2 (OCH3), 32.9 (CH,), 32.8 (CH»), 28.9
(CH»), 27.0 (CH>), 26.9 (CH»).
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1-(3-Methoxyphenyl)cycloheptane-1,2-diol (36). To a solution of 1-(3-methoxyphenyl)-
cyclohept-1-ene (7.28 g, 36.0 mmol, 35) in a mixture of THF (150 mL) and water (50 mL)
were added a 4% aqueous solution of OsO4 (11.5 mL) and a 50% aqueous solution of NMO
(14 mL) and the mixture was stirred at 25 °C for 96 hours. A saturated aqueous solution of
NaHSOj; (50 mL) was added and the mixture was stirred at 25 °C for 30 minutes then extract-
ed with CH,Cl,. The combined organic layers were washed with water and brine, dried over
anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pres-
sure to afford 36 (8.00 g, 94%) as a brown oil which was analytically pure and used without
purification. C14H003. "H NMR (400 MHz, CDCls) §7.28 (t, 1H, J = 8.0 Hz, Hs"), 7.10 (dd,
1H, J; =2.5 Hz, J, = 1.6 Hz, Hy), 7.04 (ddd, 1H, J; = 8.0 Hz, J, = 1.6 Hz, J; = 0.8 Hz, H¢),
6.79 (ddd, 1H, J; = 8.0 Hz, J, = 2.5 Hz, J; = 0.8 Hz, Hy4), 3.96 (dd, 1H, J; = 10.5 Hz, J, = 2.6
Hz, H,), 3.82 (s, 3H, OCHs), 1.45-2.05 (m, 10H, CH>). *C NMR (100 MHz, CDCl3) §159.8
(Cs»), 150.3 (Cy), 129.5 (Cs), 117.0 (Ce), 112.0, 111.1 (Cyp, Cs), 78.9 (Cy), 55.3 (OCHz),
39.0 (CH»), 29.8 (CH>), 26.7 (CH»), 22.8 (CH»), 20.1 (CH,).

OMe
3

7-(3-Methoxyphenyl)-7-oxoheptanal (33). To a solution of 1-(3-methoxyphenyl)cyclo-
heptane-1,2-diol (8.00 g, 33.9 mmol, 36) in a mixture of THF (200 mL) and water (50 mL)
was added NalO4 (9.90 g, 46.3 mmol) and the mixture was stirred at 25 °C for 48 hours. The
suspension was filtered and the solid was washed three times with ethyl acetate. The filtrate
was then extracted with ethyl acetate. The combined organic layers were washed with water
and brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated
under reduced pressure to afford a black oil which was purified by flash chromatography on
silica gel (eluent CH,Cl,/MeOH 99/1) to afford 33 (6.64 g, 84%) as a pure brown oil.
C1;H1305. "H NMR (400 MHz, CDCl3) §9.78 (t, 1H, J = 1.7 Hz, H;), 7.53 (ddd, 1H, J; = 7.9
Hz, J,=1.5Hz, J;=0.9 Hz, He), 7.48 (dd, 1H, J;, =2.6 Hz, J, = 1.5 Hz, Hy"), 7.37 (t, IH, J =
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7.9 Hz, Hs), 7.10 (ddd, 1H, J; = 7.9 Hz, J> = 2.6 Hz, J; = 0.9 Hz, Hy"), 3.86 (s, 3H, OCHj),
2.97 (t, 2H, J = 7.3 Hz, Hy), 2.47 (td, 2H, J; = 7.3 Hz, J, = 1.7 Hz, Hy), 1.76 (p, 2H, J = 7.3
Hz, CH>), 1.69 (p, 2H, J = 7.3 Hz, CHb), 1.40-1.47 (m, 2H, CH>). *C NMR (100 MHz,
CDCl3) 5202.8 (C-), 200.1 (Cy), 160.0 (C5:), 138.5 (Cy-), 129.8 (Cs:), 120.9 (C), 119.6 (C4),
112.5 (C»), 55.6 (OCHj), 43.9 (Cs), 38.5 (C»), 29.0 (Cy), 24.2 (C3), 22.1 (Cs). MS (ESI) m/z
215 (M-H;0Y, 233 (M-H)..

2.6.2 Synthesis of 7-oxooctanal

Octane-1,7-diol (38). To a 1 M solution of LiAlH4 in THF (12.0 mL, 12.0 mmol) was added
dropwise a solution of 7-oxooctanoic acid (500 mg, 3.16 mmol) and the mixture was stirred at
25 °C for 4 hours. The solution was cooled to 0 °C and water (0.5 mL), a 15% solution of
sodium hydroxide (0.5 mL) and water (1.5 mL) were sequentially added. The resulting mix-
ture was stirred at 25 °C for 30 minutes then the solid was filtered and washed with ethyl ace-
tate. The filtrate was dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was
concentrated under reduced pressure to afford 38 (458 mg, 99%) as a colorless oil, which was
analytically pure and used without purification. CsH;g0O,. "H NMR (400 MHz, CDCls) 63.79
(br s, 2H, OH), 3.60 (m, 1H, H»), 3.43 (t, 2H, J = 6.8 Hz, H,), 1.10-1.45 (m, 10H, CH,), 1.02
(d, 3H, J = 6.2 Hz, Hg). *C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 67.6 (C-), 62.2 (C}), 39.0 (Ce), 32.5
(C2), 29.4 (Cy), 25.7,25.7 (C3, Cy), 23.2 (Cs). MS (ESI) m/z 145 (M-H)'.

7-Oxooctanal (37). To a solution of octan-1,7-diol (400 mg, 2.74 mmol, 38) in anhydrous
CH,Cl, (15 mL) was added PCC (1.77 g, 8.22 mmol) and the mixture was stirred at 25 °C for
3 hours. The solvents were then evaporated to afford a black oil, which was purified by flash
chromatography on silica gel (eluent ethyl acetate/cyclohexane 1/1) to afford 37 (268 mg,
69%) as a pure colorless oil. CgH;40,. "H NMR (400 MHz, CDCl3) §9.65 (t, 1H, J= 1.5 Hz,
H), 2.34 (m, 4H, Hs¢), 1.93 (s, 3H, Hg), 1.51 (m, 4H, Hs5), 1.23 (m, 2H, H4). MS (ESI) m/z
141 (M-H)".
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2.7 STANDARD PROCEDURES FOR ALDOLISATION /REDUCTION TRIALS

2.7.1 Procedure for L-proline-catalyzed intramolecular aldolisation

General procedure. To a solution of dicarbonyl compound (33 or 37) in anhydrous di-
chloromethane (20 mL/mmol) was added L-proline (0.1 equiv.), and the mixture was stirred at
25 °C for 24 hours. NaBHy4 (2 to 4 equiv.) was then added and the resulting mixture was
stirred at 25 °C for another 24 hours. Water was added and the solution was extracted with
dichloromethane. The combined organic layers were washed with water and brine, dried over
anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pres-

sure to afford a crude oil.

2.7.2 Synthesis of (+/-)-tramadol by dimethylamine-catalyzed intra-

molecular aldolisation and reduction

OMe

OH

/N\

(+/-)-Tramadol. To a solution of 33 (200 mg, 0.855 mmol) in methanol (65 mL) was added a
2.0 M solution of dimethylamine in methanol (2.14 mL, 4.27 mmol), and the mixture was
stirred at 25 °C for 24 hours. NaBH;CN (108 mg, 1.71 mmol) was then added and the result-
ing mixture was stirred at 25 °C for another 24 hours. Water was added and the solution was
extracted with dichloromethane. The combined organic layers were washed with water and
brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and the filtrate was concentrated un-
der reduced pressure to afford a crude oil. The crude product of the reaction (0.6 mg) was
dissolved in acetonitrile (1 mL), then filtered through a 25 mm diameter PTFE filter, porosity
0.2 pm, and analyzed by HPLC. The mobile phases were 0.1% formic acid in water (A) and
0.1% formic acid in acetonitrile (B). The injection volume was 1.0 pL. An isocratic elution
(80% A and 20% B) was done, at a flow rate of 0.5 mL/min. Column temperature was set at
30 °C and the total run time was 10 min. Detection wavelength was set at 254 nm. (+/-)-
Tramadol was detected at 0.68 min (comparable to the reference), with a molecular mass of

264. The amount of (+/-)-tramadol is approximatively 8% of the crude mixture.
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Chapitre 3. Molecular docking procedure

Docking studies used the reported X-ray crystallographic structure of HCV genotype
1b RdRp complexed with a known inhibitor binding to Thumb pocket I of the enzyme (PDB
code: 2dxs) [221]. The protein structure was extracted, and water molecules were deleted. The
complexed ligand was used to define the binding site for docking and was successfully
docked in a similar conformation in the pocket, using the same protocol as for aurones. The
genetic algorithms of GOLD and Autodock4 docking software performed flexible docking
with small molecules while keeping the protein structure rigid. All compounds were built and
their energies minimized with Sybyl, using a conjugate gradient method and MMFF94 force
field and charges. For each compound, 20 poses were generated by GOLD and ranked accord-
ing to the Goldscore scoring function, while 100 poses were generated by Autodock4 and
clustered according to their spatial proximity and calculated free energy of binding. Molecular
surfaces were generated with MOLCAD, and the docking solutions were analyzed with
Sybyl. The pictures presented in this report were built with Pymol (DeLano Scientific). Hy-

drogen bonds are represented with dotted red lines directly between the involved heteroatoms.
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