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ABREVIATIONS

AcOH : Acide acétique

ACT : Association médicamenteuse a base d’Arténmsin
ADN: Acide désoxyribonucléique

Ala : Alanine (A)

AP: Atovaquone-Proguanil (Malarone ®)

AQ : Amodiaquine

Arg : Arginine (R)

Art: Artémisinine

ARM: Artéméther

ARS: Artésunate

Asn : Asparagine (N)

Asp: Acide Aspartique (D)

Atn: Atovaquone (ATV)

ATP : Adénosine triphosphate

BCG : Basile Calmette Guérin

BZD : Benzodiazépine

CDA : Association Chlorproguanil-Dapsone-Artésun@i@pDap+)
CH.ClI,: Dichlorométhane

CIM : Concentration inhibitrice minimale

CQ : Chloroquine

Cys : Cystéine (C)

DCC : N,N'-Dicyclohexylcarbodiimide

DHFR : Dihydrofolate réductase

DHOD : Dihydroorotate deshydrogénase
DIEA : N,N-Diisopropylethylamine

DMF: N,N-diméthylformylamide

DMSO : Diméthylsulfoxyde

DO: Densité optique

ED50 : Potentiel membranaire

EDCI : 1-éthyl-3-(3’-diméthylaminopropyl)carbodiide
EMB : Etambutol

EP : Ether de pétrole

Et,O : Ether diéthylique

EtOH : Ethanol

Euartekine ® : Association Pipéraquine-Dihydroaisinine
FB : Formule brut

FP-FE(II) : Ferroprotoporphyrine IX (lhéme)
FP-Fe(lll) : Ferriprotoporphyrine IX (hématine)
FRP : Faire reculer le paludisme

Fc : Ferrocene

FQ: Ferroquine

GIn : Glutamine (Q)

Glu : Acide Glutamique (E)

Hf : Halofantrine

His : Histidine (H)

HI: Hydrolapachol

Hz : Hémozoine

o
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lle : Isoleucine (1)

INH : Isoniazide

K,CQO;s: Carbonate de potassium

Leu: Leucine (L)

LF : Luméfantrine

Ln : Lapinone

Lys : Lysine (K)

MCR : Réactions multicomponsants

Me : Méthyl

MeOH : Méthanol

Met : Méthionine (M)

MF : Méfloquine

MM : Masse moléculaire

Mn : Ménoctone

N&SO, : Sulfate de sodium

NADH : Nicotinamide adénine dinucléotide hydrogénas
Nu : Nucléophile

OMS : Organisation mondiale de la santé
PANDA : Association Pyronaridine-Artésunate
PCk : Pentachlorure de phosphore

P. f.: Plasmodium falciparum

PfGAPDH :P. falciparumglycéraldéhyde-3-phostate déshydrogénase
Pghl : P-glycoprotéine homologue

Pfmdr : P. falciparummultidrug resistance

PfNHE : Plasmodium falciparurhla’/H* exchanger
Pfcrt : P.falciparumchloroquine résistance transporter
Phe : Phénylalanine (F)

PIB : Produit intérieur brut

pLDH : Plasmodiuniactate dehydrogenase

Pn : Parvaquone

PPM : Membrane Plasmique Parasitaire

PVM : Membrane Parasitophore Vacuolaire

QN : Quinine

RBC : Globule Rouge du Cytosol

Rdt : Rendement

RE : Réticulum endoplasmique

Ser : Sérine (S)

SERCA : Sarcoplasmique/réticulum endoplasmiqué Ca
SOCL : Chlorure de thionyle

t-BuLi : Tertiobutyllithium

TFA : Acide trifluoroacétique

THF : Tétrahydrofurane

Thr : Thréonine (T)

Tyr : Tyrosine (Y)

Val : Valine (V)

VD : Vacuole Digestive

VIH : Virus de 'immunodéficience humaine

VP : Vacuole parasitophore

x|
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Le paludisme demeure jusqu’a présent, un probléersadté publique majeur dans le
monde. En effet, plus de la moitié de la populatioandiale est exposée au risque de
contracter la maladie. Le paludisme est causé pgranasite, lfPlasmodium et transmis a
’homme par la piqure d’un moustique (anophele fiheC’est en Afrique Subsaharienne,
gu’est enregistré le maximum de déces, soit pre98e de la population mondiale a risque.
La mortalité palustre, actuellement estimée a glus million de déces par an, touche surtout
les enfants de moins de 5 ans, les femmes enceintes adultes non immunBlasmodium
falciparumest I'espece parasitaire responsable des mostdiiiés au paludisme. Le Gabon,
situé dans la partie Centre-Ouest de I'Afrique,pde son climat tropical chaud et humide,
regroupe les conditions propices au développemenpatasite. Ainsi, les cing especes
infectant I'hnomme sont présentes dans tout le pangss P. falciparumest majoritairement
rencontré. Depuis la découverte des premieres ssuélsistantes aux antipaludiques, dans les
années 1960P. falciparumne cesse de développer d'autres formes de résistanoire
méme des multirésistances, par des mutations deirerde ces génomes, rendant ainsi
difficile le traitement du paludisme. En effet, ¢hloroquine, premier antipaludique de
synthese le plus utilisé et plus actif, a connuéldeecs thérapeutiques repartis dans le monde
entier?

La toxoplasmose, une autre maladie parasitairectafie 'homme, est due a un
protozoaire du genr@oxoplasma gondiiCe protozoaire est rencontré a presque tous les
stades de la chaine alimentaire, mais son hoéteitiféést le chat ainsi que tous les félidés.
L’homme s’infecte en mangeant de la viande malfwite, des Iégumes mal lavés, en buvant
de I'eau souillée et du lait non pasteurisé, maitosit au contact des excréments présents
dans la litiere du chat. La toxoplasmose est enus@ maladie asymptomatique. Cependant,
elle est tres dangereuse pour les femmes encepites précisément pour I'enfant qu’elle
porte. En effet, lorsqu’il est transmis a I'enfaht,gondiipeut entrainer des malformations et
donc I'enfant naitra avec des séquelles ; maisasion peut aussi étre plus grave et aller
jusqu’a la mort du feetus. La toxoplasmose constitoe maladie majeure opportuniste pour
les sujets immunodéprimés (VIH, greffés), mais égent un probleme de santé majeur
surtout chez les sidéens des pays en voie de gpegteent. Le traitement de la maladie
repose sur l'administration d'antibiotiques ou témumolécules a action antiparasitaire. Et
pour des patients allergiques aux sulfamides, Jajaone apparait comme étant le
médicament de choix.L'effet inhibiteurin vitro etin vivo de I'atovaquone suf. gondiia
bien été démontré & de trés faibles concentrafidfe plus, l'utilisation de I'atovaquone
comme simple agent, dans le traitement des infestadues &. falciparum présentait une
forte efficacité. Cependant, trés rapidement, #té& associé a un taux trop important de
rechute®® En association avec le proguanil, l'atovaquone demetrés actif. Cette
association (AP), est commercialisée sous le nomdaarone®. Ce dernier est actuellement
le meilleur médicament antipaludique utilisé dangrditement prophylactique du paludisme.
Cependant, son utilisation profite uniquement awyageurs et non aux populations
autochtones car non seulement son prix est treg,ébeais aussi et surtout qu’il n’est utilisé
gue pour des séjours de courtes durées (troismmegnum).

! Spencer, H. C. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 1985, 79, 748 — 758.

2 Meneceur, P. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 2008, 52, 1269 — 1277.

3 Araujo, F. G.; Huskinson, J.; Remington, J. S. Antimicrob. Agents Chemother. 1991, 35, 293 — 299.
4 Romand, S.; Pudney, M.; Derouin, F. Antimicrob. Agents Chemother. 1993, 37, 2371 — 2378.

> Chiodini, P. L. et al. J. Antimicrob. Chemother. 1995, 36, 1073 — 1078.

6 Looareesuwan, S. et al. Am. J. Trop. Med. Hyg. 1996, 54, 62 — 66.

" Watt, G. J. Infect. Dis. 2000, 181, 405.
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Suite & la recrudescence des résistances aux rasitpges Plasmodium et
Toxoplasm@ plusieurs chercheurs, chimistes et parasitolgtravaillent en collaboration
pour tenter de trouver des molécules tres efficatescessibles a tous.

La pharmacomodulation des molécules biologiquenaatives par lintroduction
d'une entité organométallique apparait comme uterredtive trés intéressante capable de
pallier ces problemes. En effet, la Ferroquiner@aiiiction du ferroceéne dans la chaine alkyle
latérale de la molécule de la chloroquine) et lerdeiféne (analogue ferrocénique du
tamoxiféne) illustrent bien I'apport important gedhimie bioorganométallique.

Suite au succés rencontré par la chimie bioorgatadliggée, a I'apparition
d’éventuelles souches de résistance et au coltétemyg@ des molécules antipaludiques, nos
travaux ont ainsi été orientés vers la synthéseodeeaux dérivés ferrocéniques. Notre choix
a aussi été de réaliser des synthéses simples camipoeu d’étapes.

Une premiere étude s’est portée sur les dérivd&atteaquone avec pour but de se
rapprocher de la structure chimique de l'atovaquaim d’améliorer son efficacité
antiplasmodiale et antitoxoplasmique par la syrghes des dérivés
aminohydroxynaphtoquinones ferrocéniques. Une mraargérie de ces dérivés avait déja été
synthétisée dans notre laboratoire et leur actbibdogique antiparasitaire étudiée. En effet,
parmi les aminohydroxynaphtoquinones précédemnyatihétisées et testées sur des souches
deP. falciparumet T. gondij trois d’entre elles étaient treés actives sursirghes résistantes
deT. gondii mais moins actives que I'atovaquone Buffalciparum En conservant la partie
aminohydroxynaphtoquinone ferrocéniqgue (communes @wlécules précédentes), nous
avons modifié la nature des substituants sur l@ztgrtiaire permettant ainsi un
rapprochement de la structure de I'atovaquone.ud@tde leur activité biologique sur des
souches de laboratoire et cliniques_ddalciparum deT. gondii et sur des lignées cellulaires
a également été menée.

La seconde étude concernait les hydrazones quipn@gi(HQ) et acridiniques (HA).
L’équipe de Campiarit,? obtinrent des résultats trés satisfaisants dédac’hydrazones sur
des souches chloroquino-résistantesPdéalciparum Les HQ et HA se sont effectivement
montrées plus actives que la CQ. Ainsi, en comhifensquelettes hydrazines quinoléiques
et acridiniques et le ferrocene carboxaldéhydetgubspar une fonction amine, nous avons
synthétisé des hydrazones ferrocéniques acridiai¢fdEcAs) et quinoléiques (HQFcs). Une
variation des groupements aminés a été apportde squelette ferrocénique. Ces hydrazones
ferrocéniques ont été par la suite tesi@edtro sur des souches de laboratoire et des isolats
cliniques infectés pdp. falciparum

Sachant que les hydrazones constituent une impertdasse de composés dans le
développement de médicament. Savini éf aublient des résultats de I'étude des hydrazones
quinoléiques et acridiniques en traitement antitcldleux. C’est dans cette méme optique que
nous avons également réalisé des tests d’actiggesHQFcs et HAFcs sur une souche de
tuberculoseN!. tuberculosik

Les analyses des résultats obtenus pour les hytrazerroceniques précédemment
synthétisés nous ont orientés vers la synthéseodgeaux dérivés 4-aminoquinoléiques
ferrocéniques (AQFcs). L'originalité de ces molésutepose sur la présence d’'un hétérocycle
azotée saturée et d’'un ferrocene en bout de chdireechaine carbonée linéaire de longueur
variable a été également insérée entre le cycletgique et I'hétérocyle. Les activités de ses
molécules ont été également étudiées sur des dsolatiques gabonais infectés pRr

8 Gemma, S. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2006, 16, 5384 — 5388.
o Fattorusso, C. et al. J. Med. Chem. 2008, 51, 1333 — 1343.
1% savini, L. et al. Bioorg. Med. Chem. 2002, 10, 2193 — 2198
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falciparum et sur des souches de laboratoirePddalcipraum L’effet cytotoxique de ces
AQFcs a été analysé sur des cellules épithéliaesid de singe Véro.

Suite a la récente découverte de I'activité angipladiale des benzodiazépines, plus
précisément du flurazepam, nous nous sommes & @scette classe de composés. Tout en
conservant le motif benzodiazépine du Flurazepams mvons modifié la partie aminoéthyle
par l'introduction du motif ferrocénique. Une préma partie de cette étude s’est limitée a
'optimisation de leur synthése du squelette berazgghine. Deux méthodes ont alors été
exploitées dont la premiere s’est effectuée parhgge multi-étape et la seconde par
irradiation micro-onde. Comme les précédentes mitdéc I'activité antiplasmodiale de ces
benzodiazépines ferrocéniques a éte réalisée.

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Gabin Mwande-Maguene, Lille 1, 2011

PLAN DU MANUSCRIT

Le travail de cette thése se divise en cing chegitr

Dans le premier chapitre, est présenté le paluddans sa genéralité incluant I'apport
considérable de la chimie bioorganometallique damstte contre les souches résistantes. Les
guatre chapitres suivants traitent des travaux rppp cette thése. Ainsi, dans le chapitre
deux est abordée la synthése des aminohydroxyrgphtmes dans le traitement du
paludisme et de la toxoplasmose. L'étude des hpdex quinoléiques et acridiniques
ferrocéniques dans le traitement du paludisme & tiéberculose est abordée dans le chapitre
trois. Le quatrieme chapitre présente les nouveluxeés 4-aminoquinoléines ferrocéniques
antiplasmodiales. Enfin, le dernier chapitre traite la synthése des benzodiazépines
ferrocéniques par irradiation micro-onde et leuivité antiplasmodiale.
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CHAPITRE I : LA CHIMIE
BIOORGANOMETALLIQUE DANS LE TRAITEMENT
DU PALUDISME
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Chapitre I : La chimie bioorganométallique dans le traitement du
paludisme

I. LE PALUDISME

Le paludisme ou malaria (de l'italien mal‘aria, nes air), est une parasitose due a un
protozoaire transmis a ’'homme par la piqlre d'usustique (I'anophéle), provoquant des
fievres intermittentes.

I.1. situation mondiale

o
L4 am

* China, Indonasiz,
Philippinas, Scioman
Islands, Sudan, Vano-
atw and Yamen have
Incalized malariz-frae
projects

for over & decage

|:] Prevention of

reintroductian
[ Elimination
|:] Pre-elimination
I Control

-
Certified malaria-free "

i“" L] and/or 1o ongoing "
local transmission \

Figure 1: Paludisme, répartition mondiale actuelle, OMS2b0

Le paludisme est a la fois, 'une des principalealagies mortelles, touchant
particulierement les enfants et également un inapbriacteur de pauvreté dans le monde.
Quasiment 50% de la population mondiale est menpaéde paludisme : 3,3 milliards de
personnes réparties dans 109 pays (Figure 1). B8,46 paludisme a touché entre 231
millions de personnes et provoqué la mort d’envig&26 000 personnes dont 89 % en
Afrique, 6 % en Méditerranée orientale et 5 % eieAli Sud-Est.En 2008, le paludisme
était présent dans 108 pays ou territoires. Payus tes déces, les enfants de moins de 5 ans
ainsi que les femmes enceintes et les adultesmomns sont les plus touchés.

I.1.1. L’Afrique

En Afrique, il y a 50 pays en zones impaludéesit dmuarante-sept sont situés en
Afrique subsaharienne ou se trouve la plus gramadiepdu fardeau mondial du paludisme et

! World malaria report 2009. http://whglibdoc.who.int/publications/2009/9789241563901 eng.pdf. Consulté
le 25 avril 2011.

? Organisation Mondiale de la Santé (OMS), http://www.who.int/topics/malaria/fr/index.html. Consulté le 25
avril 2011.
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les trois autres sont dans la partie Nord. llstnéprune transmission résiduelle du paludisme
et des rares cas d'importation. Ainsi, sensibler@dtmillions de personnes sont susceptibles
d’avoir le paludisme dans les pays africains, deeprésente 21% de la population mondiale
a risque. Le Nigeria et la République Démocratigiue Congo représentent 30% de la
population totale a risque dans cette régidin Afrique Subsaharienne, certaines parties a
risque ou l'infection est fréquente sont a transiois élevée (environ 86%). La population,
dans ces zones, développe une prémunition. Datcéetaenfants et les femmes enceintes ont
un risque élevé de développer des symptomes séoerde mourir du paludisme. Tous les
ans, pres de 25 millions de femmes africaines ebamt enceintes risquent de contracter un
paludisme du @lasmodium falciparunturant leur grossessdeD’autres parties de I'Afrique
subsaharienne ont plutét un paludisme instablaibtef Dans ce contexte, peu d'individus
développent une prémunition, de sorte que les eslalissi bien que les enfants ont un risque
élevé de contracter le paludisme. Le moustique Aalggambiag hautement efficace en tant
gue vecteur principal de. falciparumest prédominant en Afrique. Bien que la transraissi
deP. vivaxne doive pas étre négligée, on estime qu'envig¥ @es cas en Afrique sont dus
aP. falciparum

L’OMS (Organisation Mondiale de la Sant€) estime tginombre de cas a augmenté
de 173 millions en 2000 & 188 millions en 2005det2005 a 2009, il a diminué a 176
millions.* Par contre, le nombre de décés continue de baises@d0 000 en 2000 & 709 000
en 2004 Aussi, un enfant sur cinqg de moins de 5 ans déédause du paludisme en
Afrique. Le paludisme pendant la grossesse estestuesponsable d'anémie maternelle,
d’accouchement prématuré et de faible poids desaa¢® chez I'enfant, contribuant ainsi a
accroitre la mortalité infantile. L'infection matetle sévere contribue de fagon significative
aux décés maternels en Afrique subsaharienne. bgs fd'Afrique du Nord n'ont que
guelques cas importés de paludisme et aucun déces.

I.1.2. Continent américain

En Amérique, 22 pays sont dit impaludés. Ces paysituent en Ameérique centrale,
autour de la forét amazonienne, dans les Cara@es) sud de I'Amérique du Sud. Environ
137 millions de personnes vivent dans des zonesjaea de paludisme. Au niveau mondial,
ce chiffre est estimé a environ 4% de la populadigisque. On note sensiblement 77 millions
de personnes a risque vivant dans des zones de fiaihsmission et le reste dans des zones
ou les cas dépassent 1 pour 1 000 habitants. @kestmodium vivaxgui est I'espéece
dominante car elle représente 75% de tous leskra®ffet, Au Mexique et en Ameérique
centrale P. vivaxreprésente 94% des cas. En ourdalciparumest présent dans le bouclier
guyanais (Guyane francaise, Guyana et Suriname48oa 60% des cas), en République
Dominicaine et Haiti (pres de 100% des cas). Legiques ont connu environ 3 millions de
cas de paludisme en 2000 (environ 1% de l'incidemmediale) et 2 400 déces (soit 0,2% des
décés mondiaux). Aujourd’hui ces chiffres ont béigmit 1 100 cas et 1 300 décés en 2009).
Les pays du bassin amazonien supportent I'esseltiElrdeau avec environ 40% des déces
en Amérique se produisant au Brésil.

® Bulletin de I'Organisation mondiale de la Santé 1999, 77, 624 — 640
* World malaria report 2010: http://www.reliefweb.int/rw/lib.nsf/db900sid/EGUA-8C5MGM/Sfile/
who world malaria_report 2010.pdf. Consulté le 25 avril 2011.
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1.1.3. Asie-Pacifique

20 pays en Asie du Sud-Est et dans le Pacifiquedéctal sont impaludés. Environ
67% de la population mondiale a risque se troudams la région Asie-Pacifique soit 2,2
milliards de personnes susceptibles d’'avoir le ¢iahne. L'Inde, la Chine, I'iIndonésie, le
Bangladesh, le Vietnam et les Philippines, quiedétent les plus grandes populations a
risque, sont situées dans cette région a risquénde) Indonésie, Birmanie, au Vietnam et au
Bangladesh, environ 91% de la population a risqueéans des zones de forte transmission de
P. vivaxet P. falciparum Des épidémies se produisent frequemment danpayeset sont
souvent causées par de grands événements clinmggisonnierd?. falciparumest présent
dans tous les pays sauf dans les deux Céréeivaxpar contre, est endémique uniquement
dans les 20 pays. En dehors de la Birmanie, daiceg parties de la Papouasie-Nouvelle-
Guinée, de I'Indonésie, du Vanuatu, de la Républiémocratique du Timor-Leste, des lles
Salomon, du Cambodge, de la République démocrafigpelaire lao et de certains états de
I'Inde ouP. falciparumcontinue de seévir, la proportion de paludisnt& &alciparuma baissé
en Asie du Sud-Est depuis la fin des années 1970.

I.1.4. Moyen-Orient et Eurasie

En Asie Centrale, Transcaucasie, au Moyen-Oriérdue la frontiere Europe-Asie,
pres de 270 millions de personnes sont a risquealdelisme soit environ 8% de la population
mondiale a risque. Cette population est reparties d& pays ou zones impaludés. Seulement
21% de la population a risque sont situés danszdees de transmission élevée, les 79%
restants sont dans des zones de faible transmi€3epuis le début des années 1990, suite a
I'affaiblissement des programmes de préventioreaetahtréle du paludisme, aux problemes
politiques et socio-économiques, de la migratiossivee de population et de vastes projets de
développement, la transmission a augmenté darégian. Ainsi, les pays de la région sont
classés selon les groupes suivants :

« Du paludisme modéré a élevé en Afghanistan, awsRaket au Yémen.

- Du paludisme faible et limité a certaines zonefram, Irak et Arabie Saoudite.

« Du paludisme tres limité, uniguement dans des ®y@siduels en Azerbaidjan,
Géorgie, Kirghizistan, Tadjikistan, Turquie, Ouzist&n et en Fédération de Russie.

« Du paludisme inexistant. En effet, depuis 2005,uaucas de paludisme autochtone
(c.-a-d. contracté localement) n'a été rapportés darRépublique arabe syrienne. En
Arménie et au Turkménistan c’était a partir de 20@&r contre le Sultanat d'Oman a
rapporté ses derniers cas autochtones en 2008ieex¢mpt de paludisme jusqu'a ce
qu'il ait a faire face a une flambée de paludism2@7, a partir de cas importes.

L’espéce la plus prévalente eBt vivax Elle se rencontre dans tous les pays
impaludés, ce qui n'est pas le casR”ddalciparumdont la prévalence varie considérablement
d'un pays a l'autre. Effectivement, il est prédantnau Yémen (98% des cas) et en Arabie
Saoudite (77%), commun au Pakistan (30-40%) etésgmte encore une faible part
décroissante des cas en Iran, Afghanistan et daswedl du Tadjikistan.

Au-dela des souffrances que le paludisme causeralindus, aux familles et aux
communautés, la maladie accentue également la gt@udans quelques unes des régions les
plus pauvres du monde. A elle seule, I'Afriqgue pendque année 12 milliards US$ en co(t
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direct et bien davantage encore en pertes éconemignnuelles.Cette maladie, autrefois
inéluctable, bat aujourd’hui en retraite. Grace aaxions concertées et coordonnées des
membres du FRP (Faire Reculer le Paludisme), I5écéa prévention et aux soins ont été
facilités de maniere significative, réduisant ailasmaladie dans de nombreux pays. En effet,
dans les pays qui sont parvenus a un taux éleadulerture par 'usage de moustiquaires
imprégneées et le recours aux associations medidaemsss comportant de l'artémisinine
(ACT), les cas de paludisme et les décés en déuond reculé de 50 %. Ces résultats ont été
observés dans des contextes insulaires (Sao ToRnretpe et Zanzibar en République-Unie
de Tanzanie) mais également dans certains paysrigi#f continentale, notamment
I'Erythrée, le Rwanda et la Zambie.

I.2. L’agent causal

Le Paludisme est véhiculé par un moustique du génophele dont on dénombre 60
especes vectrices. La survie de ’Anophéle dépasdzdnes humides pour la phase larvaire
du moustiquePlasmodiumest sensible a la température quand il paragitsophéle. Ainsi,
pour se développer normalement le parasite a babkétre dans un milieu a température
comprise entre 27 et 37°C. Lédasmodiumsinfectent tous les animaux a sang chaud
(oiseaux, reptiles, singes, chimpanzés et ronge@spendant, seules cing especes sont
pathogenes pour 'homme a savolip. falciparum, P. malariae, P. vivax, P. ovale et P
knowlesi.

1.2.1. Plasmodium falciparum

Essentiellement retrouvé en Afrique tropicale, Asie du Sud-Est, en Amérique
centrale et du Sud, il s’agit de I'espéece la plashpgene puisque le paludisme qu’elle
occasionne est en général le seul qui puisse patrane mortalité importante. Etant I'espéce
la plus répandue, elle sévit surtout dans les ztvopgales et sub-tropicales. Il peut étre aussi
résistant aux médicaments antipaludiques ce qrai@etune difficulté supplémentaire pour le
traitement. Cependant on n’observe pas de rechrtggue le malade survit et qu’il n’est pas
de nouveau infecte.

- Phase hépatique d'une durée de 6 jours, elle se caractérise IErsence
d’hypnozoites et donc de reviviscence schizogonique

- Phase érythrocytairel'incubation est de 7 a 15 jours, sa durée deesiede 12 mois
maximum.P. falciparumparasite toutes les hématies. La schizogonidérgytaire
dure habituellement 48 heures et s'effectue dascadgillaires profonds (viscéraux,

encéphaliques) ou les érythrocytes infestés saputestrés du fait de leur adhérence a

'endothélium. Cette séquestration protege le [@ratu passage dans la rate, site

majeur de destruction. Contrairement aux autresecesp les gametocytes

n’apparaissent jamais avant I€"1our de parasitémie.

> http://www.rollbackmalaria.org/gmap/part1-fr.pdf. Consulté le 25 avril 2011
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1.2.2. Plasmodium vivax

Les études qui lui sont consacrées sont de moardpeur que celles consacréd?.a
falciparum: a cause de son manque de |étalité, mais égalefediimpossibilité de maintenir
en culture continue ses stades érythrocytaires. dhedes récentes ont montré qwivax
n’est pas si anodin. En effet, des formes graveise ynortelles ont été rapportées recemment
en Inde et en Amazonfe.

* Phase hépatiqueil existe deux types de schizogonies tissulaifease immédiate de
8 jours, l'autre retardée et a déclenchement pigued due a I'existence
d’hypnozoites. La persistance du parasite au nivespatique est a l'origine de
rechutes plusieurs années aprés I'inoculation dwogpite. La latence étant fonction
de la souche, la longévité e vivaxpeut atteindre ou dépasser 2 ans.

» Phase érythrocytaire P. vivax parasite surtout les globules rouges jeunes et la
parasitémie dépasse rarement 2%. Il induit uneagiibé de la membrane des globules
rouges infectés. Cependant, contrairementP.a falciparum ces modifications
n’entrainent pas de propriétés de cytoadhérencschtiaogonie dure 48 heures, ce qui
correspond au rythme des acces tierces.

1.2.3. Plasmodium ovale

Moins courant que les deux autres et moins daongeayeePlasmodium falciparumi|
est responsable de la fievre tierce bénigne. Tréshp deP. vivax avec lequel on I'a
longtemps confondu, ses caractéristiques en foet espéce a part entiere qui parasite
’lhomme dans les régions @1 vivaxest rare ou absent. Il est endémique principalemen
Afriqgue de I'Ouest, aux Philippines, en Indonésrgerdale, et en Papouasie-Nouvelle-
Guinée’

- Phase hépatiquela période de prépatence, de 9 jours, est densent la méme que
celle deP. vivax De plus, comme cheR. vivax c’est I'existence d’hypnozoites qui
explique les accés a distance d’une piqlre inféetan

- Phase érythrocytairecomme pouP. vivax la schizogonie dure 48 heures, et ce sont
préférentiellement les hématies jeunes qui sorasuges.

1.2.4. Plasmodium malariae

En dépit de sa large répartition sur toute la giafP. malariaene provoque que des
« acces paludigues bénins ». Il est moins dangareenes autres espécesRlasmodiumpP.
malariae cause une infection durable et chronique qui, damsins cas, peut durer la vie
entiere. Il arrive parfois qu'il soit responsable domplications sérieuses telles que le
syndrome néphrotique.

* Phase hépatique le développement hépatique est lent, de 15 jdDes rechutes
existent 20 ans et méme plus aprés le départ danes d’endémie. Elles seraient le
fait de formes érythrocytaires latentes, s’expritraatioccasion d’'une agression, telle
une splénectomie.

6 Daniel-Ribeiro, C. T.; Lacerda, M. V.; Oliveira-Ferreira, J. Bull. Soc. Pathol. Exot. 2008, 101, 243 — 248.
7 Baird, J. K.; Offman, S. L. Clinical Infectious Diseases, 2004, 39, 1336 — 1345.
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» Phase érythrocytairela schizogonie dure 72 heures, d’ou le nom éerdé quarte des
acces intermittents. Dans cette espéce, ce sowieiles hématies qui sont parasitées
(parasitémie généralement de 1 a 2 %).

1.2.5. Plasmodium knowlesi

Une cinquieme espéce appefeeknowlesia été retrouvée comme infection humaine a
fievre quarte a Bornéo. Ce parasite est a I'origesponsable d’infection chez le singe. Son
évolution est potentiellement grave ; de ce féli¢, doit étre traitée comnie. falciparum

Tout derniérement, des cas sporadiques de paludigtheknowlesiont été signalés
chez des voyageurs revenant de zones forestiéreBAsie du Sud-Est. Ce sont les
moustiques du group@nopheles leucosphyrugui transmettent ce type de « paludisme
simien ». C’est un paludisme qui touche normalentennacaque crabier (ou macaque a
longue queue), le macaque a queue de cochon eiriaopitheque malais. Des personnes
peuvent étre infectées lorsqu’elles séjournent temforéts humides de I'Asie du Sud-Est (ou
a la lisiéere de ces foréts), a la portée des sihgess et du moustique vecteur de l'infection.
Le risque d’infection concerne principalement lar®adge, la Chine, I'Indonésie, le Laos, la
Malaisie, le Myanmar, les Philippines, SingapoarThailande et le Vietnar®. knowlesia
un cycle de vie de 24 h. Il peut entrainer des pedievre quotidiens 9 a 12 jours aprés
l'infection et ses symptdmes sont parfois atypiquess défaillances organiques peuvent
survenir et des cas mortels sporadiques ont étatsiélt n’existe ni formes hépatiques
persistantes ni risque de rechute p@uknowlesi

I.3. Cycle de vie de Plasmodium

Le cycle de vie du parasite nécessite deux h@tepue 2) : I'étre humain (hote
intermédiaire) ou a lieu la multiplication asexwetd’anophele femelle (hote définitif) ou se
produit la fécondation.

Figure 2: Cycles de vie sexuée et asexuée de Plasmddium.

8 Greenwood, B. M. et al. J. Clin. Invest. 2008, 118, 1266 — 1276.
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Lors de son repas sanguin, le moustigue anopheellfe infecté paPlasmodium
'injecte a 'homme sous forme de sporozoites. Eoink de 30 minutes, ce dernier va
atteindre le foie via la circulation sanguine evarir les cellules hépatiquéd.e sporozoite
s’y multiplie par schizogonie pendant 5 a 7 jouumpdonner un schizonte hépatique
contenant des milliers de cellules infectantes, feérozoites. C'est la phase pré-
erythrocytaire ou exo-érythrocytaire. C’est duregite phase que certaines espéces telles que
P. vivaxet P. ovalevont survivre sous une forme de latence dansdiwiggne sans pourtant
révéler de gouttes épaisses positives.

En effet, che?. vivaxet P. ovale il existe une phase appelée dormante. Elle est du
au fait qu’un certain nombre de sporozoites ayaltinisés parfaitement I’hépatocyte, ne se
développent pas immédiatement pour former le solbézbépatiqus. Durant cette phase, le
parasite ne se réplique plus et est alors appgladzpite. Les hypnozoites dorment pendant
une période plus ou moins longue puis, en fond®ifacteurs encore mal connus, vont entrer
en développement pour provoquer des acces récaidenpaludisme. Bien gu& malariae
puisse persister pendant des dizaines d’annéesf@one d’une infection asymptomatique,
lors de I'étape sanguine asexuée, il ne donne’pgpribzoites.

Aprés maturation (8 a 10 jours), le schizonte Ligpa éclate pour libérer plus de
10 000 mérozoites dans la circulation sanguine.déasiers vont envahir les globules rouges
et initier un cycle érythrocytaire de 48 heurestt&es meérozoites hépatiques sont contenus
dans des mérosomes permettant leur transport danssahd® Les mérosomes
s’accumuleraient dans les capillaires pulmonaitelairculation sanguine est ralentie. Dans
’hématie colonisée, un mérozoite va se différaneie anneau, puis en trophozoite. Le
trophozoite va subir plusieurs divisions nucléaiedsdonner un schizonte érythocytaire
contenant un nombre variable de mérozoites selm dspéces: c'est le cycle
intraérythrocytaire. L’hématie éclate ensuite et haérozoites (parasites infectieux) sont
libérés dans le sang ou ils peuvent envahir de esuww érythrocytes. C’est I'éclatement des
hématies infectées qui est responsable des symptdméa maladie : fievre, frissons, puis
anémie progressive. Lors d’'une infectioR afalciparum la mort peut étre due a I'anémie, a
des perturbations de la circulation du sang etrélastions inflammatoires dans les vaisseaux
du cerveau, des poumons ou dans d’autres orgaonésngs. Lorsqu'une femme enceinte
primipare est infectée, la grossesse est a hauteipour I'enfant (mort prématurée, retard de
croissance).

Aprés 9 a 11 jours, certains mérozoites envahigesrglobules rouges, puis au bout
de 24 h, sont séquestrés dans la moelle osseuagaie ou ils vont se différencier en formes
sexuées, les gamétocytes males et femElless parasites restent vivants sous cette forme
pendant une vingtaine de jours. Renaud Lacroix atréen 2005, suivant un mécanisme qui
n'est pas encore élucidé, que la présence de gayb&sadans le sang de I'h6te pouvait attirer
encore plus le moustiqdé.

L’anophéle femelle en piquant a nouveau I'hommaeirpee nourrir, ingere les
gameétocytes males et femelles ou ils vont se @ifféer dans I'estomac en 8 gametes males
et un gameéte femelle. Une demi-heure apres la @idas gametes males et femelles vont
donner naissance a un zygote : c’est la fécondati®rzygote formé va se transformer en un

® Yuda, M.; Ishino, T. Cell. Microbiol. 2004, 6, 1119 — 1125.
1% Baer, K. et al. Plos. Pathog. 2007, 3, 1651 — 1668.

! Diebner, H. H. et al. J. Theor. Biol. 2000, 202, 113 — 127.
2 | acroix et al. Plos. Biol. 2005, 3, 1550 — 1553.
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ookinéte mobile. Environ une heure aprés le repasgwen, l'ookinete va traverser
I'épithélium endoplasmique en envahissant les Edlepithéliales. Celles-ci deviennent
apoptotiques et sont expulsées de I'épithélium pladmique® L'ookinéte va ainsi
s’installer sous la lame basale de I'épithéliunseetiévelopper en oocyste jeune. A l'intérieur
de cet oocyste, des milliers de sporozoites sedotrpar sporulation pour donner un oocyste
mature (Figure 3). Ces sporozoites vont perforecolgue de l'oocyste et migrer vers les
glandes salivaires par chimiotactisme. lls sonsiginéts a étre transmis au prochain individu
lors du prochain repas sanguin.
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Figure 3: Cyclede vie sexué dplasmodiundans I'anophéle femelf€.

1.4. Différents types de paludisme

En général, sel?lasmodium falciparunest responsable des complications graves.

1.4.1. Acces palustre simple

Juste aprés le retour d’'une zone d’endémie, lase ae paludisme » ou « acces
palustre », peut étre suspectée. Elle est carsétépar des acces fébriles dont une fievre a
plus de 40°C, des frissons, suivis d'une chute efepérature accompagnée de sueurs
abondantes et d'une sensation de froid. On distitgdievre tierce (survenant tous les trois
jours) de la fievre quarte (survenant tous lesrguaiurs).Plasmodium vivaxet Plasmodium
ovalesont responsables de la fievre tierce béniBlesmodium falciparunde la fiévre tierce
maligne etPlasmodium malariaéle la fievre quarte. La néphrite quartane sunagmés des

3 Vlachou et al. Cur. Opin. Genet. Develop. 2006, 16, 384 —391.
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années d'infection chronique par I'espBEsmodium malariaeElle ne répond pas toujours
aux traitements antipaludiques ni aux corticoidasi @u'aux médicaments cytotoxiques. En
effet, P. malariae, quiest susceptible d'entrainer une infection a répétiou chronique)
attaquant les glomérules, est a l'origine du syméraéphrotique par la dissolution de
complexes immunitaires (associations anticorpggant). Par contre, tous les sujets
présentant une infection répétée pdasmodium malariaene présentent pas une atteinte
rénale.

1.4.2. Acces palustres graves a Plasmodium falciparum

Le neuropaludisme, I'anémie grave et la détresseimatoire sont les trois formes
prédominantes. Les facteurs de gravité sont le opaludisme (profondeur du coma,
convulsions répétées, age < 3 ans) et I'hypoglyeéaitribuée au paludisme. En zone
d’endémie, plus de 90 % des décés sont observeédelesnfants.

a. Paludisme cérébral ou neuropaludisme

Le neuropaludisme est aussi appelé paludisme edrébcause de I'obstruction des
capillaires du cerveau par les hématies parasiliéest associé a une élévation importante de
la température (40°C) et un coma (d'une durée sowsugpérieure a 30 minutes). Il est de
mauvais pronostic malgré le traitement. La mogadiéléve parfois a 20 % chez les adultes et
15 % chez les enfants. L'apparition d'un tel palndi sévere peut étre soit progressive soit
brutale.

b. Le paludisme chez la femme enceinte

Une mére peut transmettre le parasite a I'enfai@lguporte. Ainsi, cette infection du
placenta paP. falciparumse traduit par un faible poids de naissance, padiculierement
chez les primipares (premier accouchement). Il @etver que les femmes enceintes ne
présentent pas de signes alors que les parasitesngahissent les globules rouges de la
circulation, et plus précisément de la petite datian du placenta, sont présents. Cela est di
a la faible parasitémie. Dans les zones d’hypoeoméso-endémie (transmission instable), les
femmes enceintes présentent des infections séaésexiées a de fortes parasitémies avec
une anémie, une hypoglycémie et des cedemes depsuba grossesse est alors émaillée
de problemes tels que des contractions prématulttse®rtement spontané et de mortalité au
moment de l'accouchement.

c. Le paludisme transfusionnel

C'est un paludisme transmis par l'intermédiaireal’transfusion sanguine ou apres
échange d'aiguilles entre individus droguésmalariaeet P. falciparumsont le plus souvent
mis en cause. Dans ce cas, la période d'incubasibonourte car il n'existe pas de cycle preé-
érythrocytaire (se déroulant avant l'envahissenu®® globules rouges). Le paludisme
transfusionnel se traduit par les mémes signescgue que I'on observe par Rtasmodium
en cause. NéanmoirB, falciparumest le plus souvent sévere chez les toxicomanes.

>
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d. Le paludisme de l'enfant dii a P. falciparum

A l'origine d'environ 1 a 3 millions de décés cha@mnée, cette variété de paludisme
touche essentiellement les Africains et s'accompadm troubles neurologiques avec des
convulsions pouvant aller jusqu'au coma, d’hypogiy®, d’'une augmentation du taux
d'acidité du sang (acidose métabolique) et d’ané&énere. Contrairement aux autres formes,
le paludisme de l'enfant ne s'accompagne pas ows@aent d'une insuffisance rénale ou
d’cedeme pulmonaire aigu.

e. Le paludisme et l'infection a VIH/SIDA

Une élévation de la réplication du VIH en cas daggalustre concomitant augmente
la prévalence de l'infection par le VIH. En castdetement, les prévalences de ces deux
infections sont diminuées, avec un effet plus irtgur pour le paludisme. Cette synergie
néfaste entre ces 2 infections peut en partie gx@til'importance de la pandémie du VIH en
Afrigue Subsaharienne et I'extension de plus es phportante du paludisme. Le caractere
opportuniste du paludisme est maintenant reconhuy la en particulier unenette
augmentation de la prévalence et de la densité&ipgira moyenne dB. falciparumchez les
femmes infectées par le VIH par rapport aux femmsésonégatives. La co-infection
paludisme/VIH a un effet particulierement marquélspoids de naissance de I'enfant.

1.4.3. Autres types de paludisme
a. Le paludisme grave a P. vivax

L'OMS estime le paludisme d& vivaxa environ 130 a 390 millions de cas chaque
année. Il est retrouvé essentiellement en Asie dd-ESt (52%), dans les pays de I'Est
Méditerranéen (15%), et en Amérique du Sud (13%s Eymptdbmes sont classiques :
frissons, fievre, malaise, céphalées, myalgies cerpour les autres espéeces, mais la fievre
est souvent plus élevée qu'arcfalciparum L'évolution chronique d®. vivaxpeut durer
plusieurs années entrainant une hypoprotidémieirfdiion du taux de protéines sériques
dans l'albumine), des cedemes et une perte de pojstante. Une évolution mortelle est
possible par anémie sévere, troubles respiratainasutrition, voire coma. Chez la femme
enceinte,P. vivaxest une cause fréquente d'anémie et de réduatiqroidls de naissance.
Comme pour les autres espécesptismodium de rares ruptures de rate ont été signalées
avecP. vivax.

b. Le paludisme d'importation

Il existe pres de 6 000 cas annuels de paludisnmferaamce métropolitaine, chiffre le
plus élevé de toutes les nations industrialiséespaludisme d'importation est en constante
augmentation chez le voyageur, en grande partedié voyages de personnes issues de
l'immigration ayant visité leur pays d'origine (708s cas). Plus de 90% des paludismes
d'importation surviennent chez des voyageurs ntgyas observé ou ayant mal suivi les deux
groupes de mesures préventives efficaces et coreplé@ires que sont la protection contre les
pigires de moustiques et la chimioprophylaxie. 90%s cas proviennent d'Afrique
subsaharienne, 83% sont dusPa falciparum Il y a chez l'adulte environ 200 cas

£

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr




Thése de Gabin Mwande-Maguene, Lille 1, 2011
Chapitre I : La chimie bioorganométallique dans le traitement du

paludisme

de paludismes graves par an en France, avec idienghles de la conscience, hyper
parasitémie, défaillance respiratoire. Chez l'empfdra été noté dans une étude faite entre
1996 et 2005, 421 formes graves sur 4 150 enfampmludés avec anémie sévere, coma,
prostration, convulsions multiples et troubles @ednscience. L'hyper parasitémie > 4% n'a
pas chez l'enfant de valeur pronostique. La moétglbbale est de 4,5 pour mille, la mortalité
des formes graves est de 10,5%.

I.5. Cycle érythrocytaire, digestion de I'hémoglobine et formation du
pigment malarique

Pendant le développement et la reproduction asexaigeplasmodium dans
I'érythrocyte, prés de 65-75 % de I’hémoglobinetiérycytaire sont digérés par le parasite
(Figure 4) La question qui se posait était : pourquoi le siseadevait dégrader une telle
proportion d’hémoglobine érythrocytaire ? Plusiduypothéses ont été propos&es®ll avait
été démontré que pour la synthése de ses protéinssn développemenlasmodiuma
besoin des acides aminés issus de la dégradatithédeoglobiné® Cependant, des études
récentes suggerent que la fraction d'hémoglobigérée et utilisée a cette fin est beaucoup
moins importante que ce que I'on pensait (envirér#4d) >’ En effet, le parasite acquiére des
acides aminés du milieu extracellulaire et lesiipocent dans ses protéings'® Il expulse en
méme temps des acides aminés inutiles par de resivebies de perméabilité dans la
membrane du globule rouge infecté dont la natusetiinique reste encore mal confti©n
peut aussi noter que la digestion en exces d'hé@fmiogl est nécessaire pour réduire la
pression osmotique dans I'érythrocyte infecté epé&rher ainsi la lyse prématurée de la
cellule? En plus de contribuer & la régulation de la peesssmotique interne, le phénoméne
d’échange transmembranaire d'acides aminés, petasturer une provision suffisante de
chaque acide aminé, particulierement ceux qui sardgs dans I'hémoglobine (isoleucine,
cystéine, glutamine, méthionine et glutamate’®
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Figure 4 : formation du pigment malariqde.

“ Rosenthal, P. J. Int. J. Parasitol. 2004, 34, 1489 — 1499.

™ Francis, S. E. et al. EMBO J. 1994, 13, 306 — 317.

16 Rosenthal, P. J. Curr. Opin. Hematol. 2002, 9, 140 — 145.

v Krugliak, M. ; Zhang, J.; Ginsburg. H. Mol. Biochem. Parasitol. 2002, 119, 249 — 256.
¥ Divo, A. A. et al. J. Protozool. 1985, 32, 59 — 64.

¥ Kirk, K. Physiol. Rev. 2001, 81, 495 — 537.

% Lew, V. L. et al. Blood Cells Mol. Dis. 2004, 32, 353 — 359.

' Egan, T. ). Mol. Biochem. Parasitol. 2008, 155, 127 — 136.
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Durant son cycle intra-érythrocytaire, le parastt entouré de 3 membranes: la
membrane de la vacuole parasitophore (PVM = Pamsirious Vacuolar Membrane)
provenant en partie de l'invagination de la memérarythrocytaire de I'héte, de la
membrane plasmique parasitaire (PPM = Parasitemi@dlddembrane) et de la membrane
érythrocytaire. Une fois dans le globule rouge, cgestomes, formés de I'invagination des
membranes plasmique parasitaire et vacuolaire pynted’ingérer des petites portions
d’hémoglobine du cytoplasme éryrthrocytaire. Les simfles formées contenant
I’lhémoglobine sont ensuite transportées vers laoacdigestive avec laquelle ils fusionnent
et ol I'hémoglobine est digérée par des protéasmmsitaires’ La caractérisation
biochimique des cytostomes et des vésicules d’eiidee est limitée. Mais I'actine semble
jouer un réle prépondérant. Le transport de I'hélmtaige présenterait des similarités avec la
voie endocytique des eucaryotds* Ce nouveau modéle de transport de 'hémoglobimng ve
la vacuole digestive est illustré dans la Figure 5.

La formation des cytostomes se fait en 3 étapegu(€i5): (1) invagination de la
PVM, (2) suivie de celle de la PPM, (3) formatioliree constriction dense aux électrons
autour du cytostome. Les étapes 4 a 6 correspordientnaturation du cytostome. Ainsi, le
cytostome continue a se remplir du cytosol desudésbrouges et s’allonge jusqu’a entrer en
contact avec la vacuole digestive. La fusion deméanbrane de la vacuole digestive et de la
membrane externe (plasmique) de la vacuole d’eridseypermet la libération de son
contenu dans la vacuole digestive ou il peut étgérd apres lyse de la membrane interne
(parasitophore) (étapes 6 a 8).

Figure 5 : Nouveau modéle de transport de I'némoglobine \@wmtuole digestive’

Il est a noter qu’un autre modeéle de transportpeddant des vésicules a été proposé
par Elliot et al. impliguant quatre processus ddgwation de I’hémoglobine indépendants
temporellement, morphologiquement et dont la séitéipharmacologique est spécifigtre.

Une fois dans la vacuole digestive qui est un catimpant acide, 'hémoglobine est
digérée par I'action d’'une série de protéases fianas>® 2" 2% 29

2 Rosenthal, P. J. ; Meshnick, S. R. Mol. Biochem. Parasitol. 1996, 83, 131 — 139.

3 Lazarus, M. D. ; Schneider, T. G. ; Taraschi, T. F. J. Cell. Science. 2008, 128, 1937 — 1949.
24 Hoppe, H. C. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 2004, 48, 2370 — 2378.

® Elliot et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 2008, 105, 2463 — 2468.

*® Slomianny, C. Blood cells, 1990, 16, 369 — 378.

%7 Abu Bakar, N. et al. J. Cell Sci. 2010, 123, 441 — 450.

%% Rosenthal, P. J.; Meshnick, S. R. Mol. Biochem. Parasitol. 1996, 83, 131 — 139.
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Le groupe prothétiqgue, I'heéme [ferroprotoporphyring FP-Fe(ll)] est oxydé en
hématine [ferriprotoporphyrine IX, FP-Fe(lll)] awande subir un processus de
biocristallisation pour former le pigment malariqi@gure 6). La FP-Fe(lll) est une molécule
toxique pour le parasite, qui peut catalyser degtéoxydatifs aux lipides et protéin8s®*
La génération de 'hnémozoine permet au parasiteédgiestrer plus de 95% de FP-Fe(lll)
sous une forme non toxique: c'est la détoxificaffo Néanmoins, la dégradation de
I’'hémoglobine et la production de 'hémozoine reprée une vulnérabilité critique pour le
parasite’> 3

a) Heme b) Hématine

Figure 6 : Structures chimigues de I'héme (a) et de I'hnémaeatb).

Plusieurs techniques spectroscopiques ont étéiséel pour caractériser
I'hémozoine® 3¢ 37 38 Ainsi, I'némozoine apparait comme étant chimiquemet
spectroscopiqguement identique apkaématine, formée en chauffant la FP-Fe(lll) daas d
l'acide acétique a 60°€ 3% ** **ou & des températures physiologiques, si unefaceer
appropriée lipide-eau est fourrffeLa structure de I18-hématine a été étudiée par diffraction
radiographique aux rayons“*X Ces études ont révélé des motifs de répétitiordirdére FP-
Fe(lll) avec le fer Il de chaque monomére lié¢ aougpement propionate de 'autfeLes
études structurales ont également mis en évideaseligisons hydrogénes, impliquant le
maintien des chaines au niveau des extrémitésrdepaments proprionates avec le cristal.
Ces liaisons hydrogénes lient le diméere dans ung&igeabidimensionnelle (Figure 7).

*° Banerjee, R. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 2002, 99, 990 — 995.

%0 Becker, k. Et al. Int. J. Parasitol. 2004, 34, 163 — 189.

3 Kumar, S.; Bandyopadhyay, U. Toxicol. Lett. 2005, 157, 175 — 188.
> Egan, T. ). et al. Biochem. J. 2002, 365, 343 — 347.

> sullivan, D. J. Int. J. Parasitol. 2002, 32, 1645 — 1653.

** Foley, M.; Tilley, L. Pharmacol. Ther. 1998, 79, 55 — 87.

> Slater, A. F. G. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 1991, 88, 325 — 329.

*® Bohle, D. S. et al. J. Biol. Chem. 1997, 272, 713 — 716.

7 Adams, P. A. et al. J. Inorg. Biochem. 1996, 63, 69 — 77.

% Webster, G. T. et al. FEBS Lett. 2008, 582, 1087 — 1092.

** Fitch, C. D.; Kanjananggulpan, P. J. Biol. Chem. 1987, 262, 15552 — 15555.
0 Sienkiewicz, A. et al. J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 4534 — 4535,

* Wood, B. R. et al. FEBS Lett. 2003, 554, 247 — 252.

“ Egan, T. ). et al. FEBS Lett. 2006, 580, 5105 — 5110.

* pagola, S. et al. Nature. 2000, 404, 307 — 310.

* Klonis, N. et al. Biochemistry. 2010, 49, 6804 — 6811.
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Les interactions qui stabilisent le cristal dan® wtructure tridimensionnelle ne sont pas
encore bien établi€4.

Figure 7 : Structure chimique de fxhématine®®

[.6. Traitement du paludisme

Le traitement du paludisme est une nécessité prayer I'extension de la pandémie
et sauver les populations atteintes et notammentetdants qui sont les plus touchés.
Malheureusement, jusqu’ici, la diversité des schethérapeutiques, préventifs ou curatifs, et
les méthodes de lutte anti-vectorielle proposéegenmdu difficile 'adoption d’une stratégie
de lutte efficace.

Une premiére stratégie d’éradication, définie p@MS de 1955 a 1969 s’est avérée
inefficace en dépit des moyens considérables nséiilet les 10 années qui suivirent furent
marquées par I'extension de la résistance des afephux insecticides, par I'apparition de
chimio-résistance dBlasmodiuma la chloroquine, par I'impossibilité de mettre @ace un
programme d’éradication dans les zones de hauténgedet méme par la résurgence de la
maladie dans des zones considérées comme controlées

Depuis 1985, tous les organismes nationaux etnat@maux sont en quéte d'une
nouvelle politique antipaludique. L'OMS a alors posé une réévaluation de la situation
mondiale, jusqu’ici difficile, afin d’assurer le afjnostic et le traitement du paludisme
symptomatique, d’abandonner la chimio-prophylaxie whasse et de contrbler, voire
d’'interrompre la transmission vectorielle.

Actuellement, la lutte contre la maladie reposetiis principes :

» la lutte contre les piqlres de moustiques :

par l'utilisation d’'insecticides en zones d’endénmar la distribution de moustiquaires
imprégnées d’insecticides associée a l'informagbria sensibilisation des populations les
plus touchées

> larecherche et le développement de vactinté,*’qui se heurtent :

aux stratégies delasmodium falciparumpour contourner le systeme immunitaire,

a I'existence de différents stades parasitaireseaudu méme hote et la complexité du
génome du parasite,

a 'absence de modéle animal adéquat.

* Good M. F.; Doolan D. L. Immunity 2010, 33, 555 — 566.
*® pichyangkul, S. et al. Vaccine 2004, 22, 3831 — 3840.
* Dauvillg, D. et al. PloS One, 2010, 5, e15424.
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» La recherche et le développement de nouvelles mie€antipaludiques ainsi que
I'utilisation de poly-chimiothérapies.

Depuis la découverte du parasite en 1880 par Aellzawvet les premiéres découvertes
empiriques de I'écorce de quinquina en Amériquesdd ou la découverte de I'artémisinine
tiree d'une armoise chinoise, plusieurs centaines niblécules antipaludiques ont été
découvertes. Ces molécules peuvent étre utiliséieses prophylaxie soit en curatif mais
guasiment toutes rencontrent actuellement destaésiss développées p&lasmodium
falciparum

L’OMS met actuellement I'accent sur les efforts aner dans le renforcement des
capacités locales et I'utilisation des ressourcastantes. Selon elle, en 2003, la médecine
traditionnelle est toujours répandue dans les pay$éveloppemerit.

Les insuffisances d’acces aux soins de la médeamelerne actuelle et les
comportements socioculturels font que les populatide ces zones ont toujours recours aux
remeédes traditionnels, souvent issus de plantes, qmgner les infections les plus courantes.
Mais, cette médecine se répand également dansajes ipdustrialisés, avec par exemple
'usage de I'artémisinine et de la quinine dansds du traitement du paludisme.

1.6.1. Principe général du traitement

Un traitement antipaludique doit, en premier lieeposer sur des molécules peu
onéreuses car elles sont destinées avant toua@enient de populations pauvres pour qui
'acces au soin n’est pas évident.

Ensuite, le choix du traitement dépend surtout@eluation de la gravité clinique de
la maladie, d'ou la nécessité d’'un diagnostic rapéd pertinent. Le traitement curatif de
I'accés palustre doit tenir compte de plusieursqpies :

> |l doit étre le plus précoce possible afin de pnéiydors d’infection aPlasmodium
falciparum I'évolution vers un paludisme grave,

> |l doit mettre en balance la toxicité des molécueponibles et leur efficacité vis-a-
vis du parasite, compte tenu de la résistanceles$é certains clones.

Il est important de noter qu’'en général, les tragats antipaludiques sont plus
toxiques que les antibiotiques. L’index thérapeugigst plus étroit mais les effets secondaires
séveres restent tout de méme rares. Enfin, rappejae le traitement du paludisme doit
nécessairement respecter certaines regles dang tBéviter I'émergence des résistances. I
ne faut ainsi traiter que les paludismes clairentggnostiqués, de facon rapide, en utilisant
des doses efficaces. L'OMS préconise actuellematilidation de I'artémisinine et de ses
dérivés en association avec d’autres moléculepalntiques (ACT, Artemisinine based
Combination Therapy).

8 OMS, Médecine traditionnelle : http://who.int/mediacentre/factsheets/fs134/fr/, consulté le 29.09.10

%
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1.6.2. Principaux médicaments

Les médicaments antipaludiques sont classés ertidonde leur mode d’action
(Tableau 1).

Les schizonticides, qui regroupent les dérivés @jg@iques et ceux de l'artémisinine,
agissent sur la forme érythrocytaire asexuée de kesl plasmodiums. Les antifolates, les
bloqueurs mitochondriaux et les antibiotiques, sayi$ a la fois sur les stades érythrocytaires
et sur les stades hépatiques. Les gameétocytocrdgspupant les 8-aminoquinoléines,
I'artémisinine et ses dérivés, inhibent la formaties gamétes. Certains sont également actifs
sur les stades hépatiques.

Tableau 1: Principaux antipaludiques.

4-Aminoquinoléines Dérivés de l'artémisinine

P =
Cl N Cl N (0]

.

Chloroquine (CQ) Amodiaquine (AQ) Artémisinine (ART) Artésunate (ARS)

Arylaminoalcools

I
SOaadies s
POV \
g »

Cl

Quinine (QN) Méfloquine (MF) Halofantrine (HF) Luméfantrine (LF)
Antifolates
o
/O
Z |N NH NH;
HN \N) A f /N \
| HN HN cl HxN Cl
HoN |s|=o HN{ HN
O
Sulfadoxine Proguanil Pyriméthamine
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Bloqueurs mitochondriaux

0
OH
(L
0

Atovaquone
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Cl

Antibiotiques

Kl
“ oo
OH
HN OH
S\

(6}
N N
Doxycycline ~
Clindamycine OH
Azithromycine
8-Aminoquinoléines
CF;
~ O N
@)
~
N 0 AN

HN
Primaquine (PQ) HNY\/\NH
2

Tafénoquine (TQ)

La Figure 8 représentent les différents compartimeamllulaires ou agiraient les
antipaludiques actuellement utilisés et ceux enrale développement (en rouge) et les
nouvelles cibles en cours d’étude (en vert). Lesrdnroquinoléines (ex : CQ et AQ) et les
arylaminoalcools (ex : QN et MF) se concentrentsdi@ncompartiment acide de la vacuole
digestive, ou ils inhiberaient la formation de bhh@zoine et interféreraient avec la
détoxification de I'héme. Les antibiotiques telseqliazithromycine’® la doxycycline,

* Noedl, H. et al. Clin. Infect. Dis. 2006, 43, 1264 — 1271.
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et la clindamycine agissent a l'intérieur de l'agptaste ou ils inhibent la traduction ¢
protéines entrainant la mort du parasite. L'atoeaguet la tafénoquine inhibent le transy

d’électrons dans la mitochdrie, tandis que les antifolates perturbent layritd®sede novo
du folate dans le cytosol.

Hémezeine Vacuele digestive Membrane plasmique

Antipaludiques: Antipaludiques: Neuvelles cibles: Transperts de la cheline, du glucese, des
Inhibiteurs de falcipaine. nutriments, des melécules (chlerequine),
Amine-4-quineléines: Chlerequi Péroxydes (libération de radiaux) antipert Na+/H+
A di i Falcipaines (| i des iy

Aeylitiiiediosl  @olntie Plasmepsines (inhibition des aspartate protéases)

Méfloquine.

Apiceplaste
Antipaludigues:

Stade parasitaire |

Antibietiques: Azithremycine intraérythocytaire

Poxycycline
Clindamycine,
Fesmidomycine.
Nouvelles cibles: Réplication et transcription
BN,
Biesynthése des acides gras de types 11,
Biesynthése des isoprénsides

Mitochondrie

Cytostome
Antipaludiques:
Atevaquene
Tafénequine
Pyridones
Neuveaux inhibiteurs de dihydreerotate
déshydrogénase.

Cytaseles
ABHpANIA e Vésicule exocytique
Antifelates
Pyriméthamine-sulfadoxine
Chlerpreguanile-dapsone
Neuveaux inhibiteurs de dihydrofolate réductase.

Noyau Ribosome libre
Neuvelles cibles: glycelyse, métabelisme du fer.

Appareil de golgi

Réticulum endoplasmique rugeux

Figure 8 : Cibles potentielles identifiées chP. falciparun.®

Pour illustrer les maémismes d’actions et de résistances des antipalesliqnous not
sommes uniquement intéressés a-aminoquinoléines (CQ et AQ), aux arylaminoalcc

(QN et MF), aux bloqueurs mitochondriaux (Atovagepet aux dérivés de I'artémisini
(ACT).

a. Les 4-aminoquinoléines
Les 4aminoquinoléines représentent les premiéres maécaintipaludiques ¢
synthese, isolées entre 1938 et 1941. Elles osbermun un noyau quinoléique, une che
latérale aminée en 4 et un atome de chlore eni@ogsitdu cycle quinoique
a.1. La chloroquine
La chloroquine (CQTableaul) est une 4aminoquinoléine qui a été découverte
1934 et dévéloppée en 1944. De par son efficamtéaction rapide et son faible co(t, la

s’est imposée comme umtgaludique de premier choix. Malheureusement,aétirpdes
années 1957, on note les premiers cas de résistancksie et en Amérique du St
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Cette résistance s’est ensuite étendue dans lescdeatinents, puis en Afrique et elle touche
actuellement la totalité des zones d’endémie. Remuas de 30 ans, la CQ fut le médicament
de premiére lignée antipaludique tant en prophglaxi'’en traitement curatif. Bien qu’elle ne

soit plus utilisée en monothérapie, les cherchemstachent a mieux comprendre son
mécanisme d'actioif: >

a.1.1. Mécanisme d’action de la chloroquine

Diverses théories sur le mécanisme d’action dénlaroquine ont été proposégsi
I'heure actuelle, un consensus sur son mécanisaaiah se dégage. Son activité est liee a
ses propriétés d’'accumulation sélective dans [I'HiEmaarasitée et sa localisation
préférentielle dans la vacuole digestive ou elEsimulerait de part ses propriétés de base
faible. La CQ, dont le mécanisme d’action est lssplocumenté, est active exclusivement sur
les formes érythrocytaires du parasite.

Durant sa phase érythrocytaire, le parasite digen® grande quantité de
’lhémoglobine de son héte, dans le but de s’apgronner en acide aminé ou simplement de
créer de I'espace a l'intérieur de I'érythrocytel &). L’hémoglobine est transportée par des
vésicules dans un compartiment spécialisé appetéola digestive (VD). Déja, dans les
vésicules de transport, les composantes des pestéa I'hnémoglobine sont digérées par
I'action successive de divers enzymes protéolysquaeremierement par les plasmepsines I-
IV (protéases spécifiques ekasmodium falciparuin suivies par les falcipaines (protéases a
cystéines) et enfin les protéases a zinc, leslyaioes. Les petits peptides résultant de cette
dégradation et probablement des acides aminés lgmat transportés a travers la membrane
vacuolaire dans le cytoplasme. Les peptides sdralégradés par des aminopeptidases
parasitaires.

Une hypothése propose l'existence d'un transporpaimettant I'entrée de la CQ
dans la vacuole digestive. Des études ont mis &legee le lien entre l'altération du pH et
I'accumulation de la CQ. Par exemple I'échangeul/INa(P. falciparumNa’/H" exchanger :
PfNHE) localisé dans la membrane plasmique, inhibefaccumulation de la C&
Cependant, d’autres études n’ont pu confirmer lliogion de cette pompe dans l'action de
la CQ> Le mécanisme d’action de la CQ n’est toujours gterminé avec précision mais
serait en relation avec l'inhibition de la crisigdition de 'héme en hémozoine, processus
permettant au parasite de se protéger de la téxi#t I'heme qu'il libere en digérant
I’lhémoglobine.

La CQ, un composé dibasique (pKa 8.1 et 10.2)peasé au pieége dans la vacuole
digestive qui est acide (pH 5.0 — 5.4). En effettant que base soluble, la CQ traverse les
différentes membranes de I'érythrocyte et du ptgasis’accumule dans la vacuole digestive,
suivant le gradient de pH. A lintérieur de la val®y elle est protonée et ne peut plus
traverser librement la membrane vacuolaire. Prispi@ge dans la vacuole, elle y exerce son
action létale pour le parasite. Selon ce mécaniferdrée de la CQ dans la vacuole serait
directement dépendante du pH.

> Egan, T. ). Targets, 2003, 2, 115 — 124.

>t Tilley, L.; Loria, P.; Foley, M.: Chloroquine and other quinoline antimalarials, dans Antimalarial Chemotherapy
(Ed, Rosenthal, P. J.) Humana Press, Totowa, NJ, 2001, pp. 87-121.

*2 Wiinsch, S. et al. J. Cell. Biol. 1998, 140, 335 — 345.

> Bray, P. G.; Ward, S. A.; Ginsburd, H. Parasitol. Today. 1999, 15, 360 — 363.

B
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Comme toutes les 4-aminoquinoléines, la CQ forme aomplexe avec la
ferriprotoporphyrine 1X et empéche ainsi sa polyisaion en hémozoine. Cela a été
récemment confirmé par microscopie « spinning-distnfocal » lors de la phase
intraérythrocytaire du parasité.Les informations de la structure cristallograpkigdu
complexe CQ-FP n’est pas disponible. Trés récemnteedetermination structurale par RMN
a montré que quatre monomeres FPIX des sous-Uieitésleux molécules de CQ (Figure 9).

Figure 9 : Complexe FPIX-CQ 4/2.

Il a été également proposé que la CQ pourrait dais le cytoplasme parasitaire en
inhibant la dégradation de FPIX par le glutathidhe mécanisme précis de la toxicité de
FPIX libre ou complexée a la CQ reste & étre é&rliGelon une théorie, le complexe FPIX-
CQ agirait sur une cible membranaire non encoréigefce qui pourrait porter atteinte
directement & la fonction de la membrane et déhkmia libération d’ions G4, résultant en
une fusion prématurée des vésicules d’endocytosd’hdenoglobine dans la vacuole
digestive. Lors de cette fusion prématurée, I'héolige ne serait pas correctement
dégradée® Cette hypothése est soutenue par une étude mesésendammetit montrant
l'inhibition de plus de 40% de macromolécules emntloges et I'accumulation des vésicules
de transport dans le cytosol du parasite lors dédltion de la CQ au dernier stade de la
forme anneau du parasite.

A contrario, il a été montré que le complexe FPIQ-@eut quitter la vacuole digestive
et se lier a diverses enzymes cytosoliques et mégbar. En effet, laP. falciparum
glycéraldéhyde-3-phostate déshydrogéndf&APDH) est particulierement sensible; (K
0,2uM)>® Trés récemment, FPIX a été modélisée avec suenesld structure cristalline de
pfGAPDH>°

>* Gligorijevic, B. et al. Biochem. 2006, 45, 12411 — 12423.

> Famin, O.; Krugliak, M.; Ginsburg, H. Biochem. Pharmacol. 1999, 58, 59 — 68.
*® Fitch, C. D. Life Sci. 2004, 74, 1957 — 1972.

>’ Hoppe, H. C. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 2004, 48, 2370 — 2378.

*% Campanale, N. et al. J. Biol. Chem. 2003, 278, 27354 — 27361.

*% Satchell, J. F. et al. Acta Cryst. 2005, D61, 1213 — 1221.
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a.1.2. Résistance a la chloroquine

En raison de [l'utilisation massive de la chlorogjirdes souches résistantes de
Plasmodium falciparunont été sélectionnées indépendamment dans 4 eedifiérentes, et
se sont successivement étendues dans tous lésitesrbu sévissait le paludisiffe® De nos
jours, plus de 80% des isolats sont résistantshltaoquine’ Le mécanisme moléculaire de
résistance a été un sujet intense de recherche etébat. La résistance a la CQ s’est
accompagnée d’'une augmentation importante de ldatitérdue au paludisnfé.Dans les
souches chloroquino-résistantes, le médicamerapgstremment refoulé de son site d’action,
la vacuole digestive (Figure 10).

~Cytoplasme du parasite

Hémoglobine

gestio! .
Eesuon parasitophore

Acides ___— Peptides «—

aminés

Fe(IPPIX

Chloroquine
Détoxification de ChloroquinePIX

I'héme Fe(II)PPIX Toxique

Figure 10 : Mécanisme d’action de la CO.

La CQ est également la molécule qui a été la pludi€ au niveau des marqueurs
moléculaires de résistances. De nombreux travaggéesant que différents genes, codant des
protéines de transports, sont impliqués dans lstaése a la C&0678

De nombreuses études établissant une associatienlemyénotypage d’isolats et leur
phénotyp&© ont mis en évidence limplication directe du gépfert (P. falciparum
chloroquine résistance transporter) (chromosonuaii¥ le phénomene de résistance a la CQ.
Il existe plusieurs hypotheses concernant la fonaliePfCRT, la protéine de transport de la
membrane de la vacuole digestive codéepfat. PfCRT pourrait expulser activement la CQ

% Hastings, I. M. Trends Parasitol. 2004, 20, 512 — 518.

" Wellems, T. E. ; Plowe, C. V. J. Infect. Dis. 2001, 184, 770 — 776.
%2 Ginsburg, H. Acta Tropica. 2005, 95, 16 — 23.

% Trape, J. F. et al. Life Sci. 1998, 218, 689 — 697.

% Schlitzer, M. ChemMedChem. 2007, 2, 944 — 986.

& Pradines, B. ; Pages, J.M. ; Barbe, J. Curr Drug Targets - Infect Disorders. 2005, 5, 411 — 431.
6 Henry, M. et al. Curr Drug Targets. 2006, 7, 935 — 948.

&7 Henry, M. et al. Curr. Topics Med. Chem. 2008, 8, 563 — 578.

% Alibert-Franco, S. et al Curr. Med. Chem. 2009, 16, 301 — 317.
% Chun, N. et al. J. Infect. Dis. 2001, 183, 1543 — 1545.

7 Basko, L. K.; Ringwalda, P. J. Infect. Dis. 2001, 183, 1828 — 1831.
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de la vacuole digestive, et altérer le pH. La CQ diprotonée pourrait ét@nsportée
I'extérieur de la vacuole p@fCRT muté’?

Un point commun de toutess souches résistantes a la CQ est la mutation Oys"
(Figure 11) du genpfcrt (la lysine est remplacée par une thréonine au niveatodan 76)
La présence de cette mutation multiplie le risqaeésistancin vivoa la CQ par 7.2 sur L
suivi de 28 jours et par 2.1 sur un suivi de 145> Elle est souvent associée a d'au
mutations du méme gene (Cys72Ser, Met74lle, AsnI5@&la220Ser, GIn271Gl
Asn326Ser, 11e356Thr, Arg371lle) dont les rélessoat pis clairement connus. Ces aut
mutations pourraient compenser I'effet de la mataten position 76 sur la capacité
parasite a se multiplier. On dénombre aujourd’ipluis de 20 points de mutation pfcrt
décrits dans la littératuré. "> ™ 7® Les mutations qui sont associées aux phénotypt
résistance a la CQ et a la QN sont localisées\amanides domaines transmembranaires
9 dePfCRT.””

C’est en cherchant a comprendre la base molécudaile résistance a la CQ, que
genepfmdrl (chromosome 5) fut découvert. Ce géne code pae-glycoprotéine homologu
(Pghl). La mutation Asn86Tyr a aussi été associée r@sistance a la chloroquine di
certaines études. La présence de cette mutati associée a une multiplication du risque
résistancen vivoa la chloroquine par 2.2 sur un suivi de 14 jotngae 1.8 sur un suivi de -
a 42 jours® Deux mutations His191Tyr et Ser437Ala semblent &ssociées & une

diminution de sensibilité vitro & la cQ’® ® 8081

Vacuole digestive

Cytosol

Figure 11 : Mutation de la lysine 76 par la thréon : Résistance a la C*
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7% Chen, N. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 2003, 47, 3500 — 3505.
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76 Cooper, R. A.; Hartwig, C. L.; Ferdig, M. T. et al. Acta Tropica. 2005, 94, 170 — 180.
77 Cooper, R. A. et al. Mol. Microbiol. 2007, 63, 270 — 282.

8 Mu, J. et al. Mol. Microbiol. 2003, 49, 977 — 989.

”® Henry, M. Antimicrob. Agents Chemother. 2008, 52, 2755 — 2759.
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a.2. L’amodiaquine

L’amodiaquine (AQ, Tableau 1), semble plus effegoe la CQ dans des zones ou la
choroquino-résistance est élefé&on mode d'action serait similaire & celui de @ ©e ce
fait, son accumulation est corrélée a celle deQae€donc, est aussi diminuée chez les isolats
chloroquino-résistant§. L'’AQ a récemment connu un regain d'intérét, dansrditement de
lacces simple, en association avec les dérivés I'deémisinine (ACT) et plus
particulierement en association avec I'artésurizgar combinaison a un pouvoir synergique
puissant. Bjorkman et &l observent en 1990, des résistances croisées @ ket @ 'AQin
vivo etin vitro. Cependant il existe des souches qui ne présegpasnie résistance croisée
vitro.®® Les taux d’échecs parasitologiques et cliniqueA@ sont plus faibles que ceux a la
CQ, dans le traitement d'enfants en GaniBiay Sénégal, au Cameroun, au Gabon et au
Congo®"® Du fait de sa toxicité pour le foie et la moellgseuse dans les traitements de
longue durée, elle n'est pas recommandée en praxibylPeu d’études ont exploré les bases
moléculaires de la résistance a I'AQ. Les étudalsées font 'hypothése de certains points
communs entre I'AQ et la CQ. La résistance a I'A@nble étre liée aux géngdert® et
pfmdrL %1% | a présence de la mutation Asn86Tyr ifmdrl multiplie le risque de
résistancen vivo & 'amodiaquine par 52 et par 7.9 le risque d'échec thérapeutique par la
combinaison amodiaquine plus sulfadoxine-pyriméinar?

b. Les arylaminoalcools

Les arylaminoalcools, molécules monoprotonables,uvgaet comme les
4-aminoquinoléines, s’accumuler dans la vacuolestige du parasite et inhiber la formation
de 'hémozoiné! Cependant, leur mécanisme d’action n’est pas emdairement établi.

b.1. Propriété
b1.1. La quinine (QN)

L’écorce d'arbre de quinquina a été utilisée pautrhitement du paludisme pendant
plus de 350 an$. Les principes actifs antipaludiques sont la quén{h, Figure 12) et son
diastéréoisomére quinidine (2, Figure 12). Depuiglte fut isolée en 1820, la quinine (QN)

¥ Olliaro, P. et al. Lancet, 1996, 348, 1196 — 1201.

¥ Bray, P. G. ; Hawley, S. R. ; Ward, S. A. Mol. Pharmacol. 1996, 50, 1551 — 1558.
8 Bjorkman, A.; Phillips-Howard, P. A. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 1990, 84, 323 — 324.
¥ Geary, T. G.; Jensen, J. B. J. Parasitol. 1983, 69, 97 — 105.

¥ Muller, O. et al. Trop. Med. Int. Health. 1996, 1, 124 — 132.

87 Brasseur, P. et al. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 1995, 89, 528 — 530.

# Brasseu r, P. et al. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 1999, 93, 645 — 650.

8 Gushimana, Y. et al. Biophys. Chem. 1993, 47, 153 — 162.
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. Humphreys, G. S. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 2007, 51, 991 — 997.

» Marfurt, J. et al. Malar. J. 2008, 7, 61.
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a toujours été utilisée, en particulier pour létérment du paludisme simpl&.®”Une cure de

7 jours est recommandée pour empécher la recrutsscge la maladie et les effets
secondaires du traitement. La quinine est souvenselule option thérapeutique pour le
traitement du paludisme séveére parce que les @@mas intraveineuses sont disponibfés.

H H
Z =
H H,
HO. N HO, "/ N
O o)

~ S ~
=
N N
Quinine (QN) 1 Quinidine 2

Figure 12 : Structures chimiques de la Quinine 1, et de la duna 2.

Une résistance cliniqgue a la QN en monothérapielesérvée sporadiquement dans
I'Asie du Sud-Est et I'Océanie Occidentale. Lastasice est moins fréquente en Amérique du
Sud et en Afriqué® Généralement, il est recommandé d'utiliser la @\cembinaison avec
la tétracycline, la doxycycline (Tableau 1) ou lmdamycine®® ° °’Le chinchonisme, un
ensemble d'effets secondaires incluant la nauséeal de téte, des bourdonnements d'oreille,
la déficience auditive, la dysphorie et la visibwuE est éprouvé par presque chaque patient
ayant été traité avec la quinine. Plus importacbes; sont son potentiel arrhythmogénique et
la sécrétion d'insuline, aboutissant a une hypegihye severe. Cette sécrétion d'insuline est
amplifiée pendant la grossesse. L’hypoglycémielt@ésudu traitement & la quinine, pour le
paludisme sévére, chez les femmes enceintes ¢isufiarement difficile & traitet®

La quinidine est 2-3 fois plus active que la &REn particulier aux Etats-Unis, oul la
quinine intraveineuse est indisponible, la quingdiest utilisée pour le traitement du
paludisme sévere.

b.1.2. La méfloquine

La méfloquine (MF, Tableau 1), a été développéalaenla seconde guerre mondiale
a partir des analogues de la quinifieEn 1963, un Programme de Recherche sur le
Paludisme a été rétabli a I'Institut de Rechercentte de Walter Reed. Fort de son
efficacité, la MF fut choisie parmi presque 300is quinoléiques hydroxylé8? La MF a
été mise sur le marché pour un usage antipaludiguE985, commercialisée sous le nom de
Lariam®. Elle est trés active contre la plupart desiches dd’lasmodiumchloroquino-
résistantes (Ggs de 3 & 10 nM)> ®La MF a été largement utilisée, particuliérement e

% Baird. J. K. N. Engl. J. Med. 2005, 352, 1565 — 1577.

97 Suh, K. N.; Kain, K. C.; Keystone, J. S. Can. Med. Assoc. J. 2004, 170, 1693 — 1702.

% pasvol, G. Infect. Dis. Clin. N. Am. 2005, 19, 211 — 240.

% Wongsrichanalai, C. et al. Lancet 2002, 2, 209 — 218.

190 http://www.who.int/malaria/publications/atoz/9789241547925/en/index.html. Consulté le 25 avril 2011.
Taylor, W. R. J. ; White, N. J. Drug Safety. 2004, 27, 25 - 61.

Karle, J. M. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 1992, 36, 1538 — 1544.

Shanks, G. D. Mil. Med. 1994, 159, 275 — 281.

Castel, D. A. Vol. 5 (Ed.: D. J. Abraham), 6th ed. Wiley, New York, 2003, 5, p 943.
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Asie, ou un degré considérable de résistance d&¥sloppé au cours des années. En 2003,
I'efficacité en monothérapie de la méfloquine étaitlement de 62 % dans certains secteurs
de la Thailandé”” La valeur moyenne des 4glde prés de 300 isolats collectés en Thailande
dans la fin des années 90 était de 71 'ffMSuite & ce phénoméne de résistance, la
combinaison avec lartésunate fut recommari&eCependant, parce que les deux
médicaments ont une pharmacocinétique différeate, utilisation en combinaison a soulevée
des problemes. En effet, I'exposition a long tedeg parasites a des concentrations basses de
la méfloquine (la demi-vie d'élimination est de jpurs)'° peut mener & la sélection de
souches résistanték.

Un taux de recrudescence de 17 % a été annoncéupduaitement thérapeutique a
base de la combinaison méfloquine-artésuhfate utilisation prophylactique de la MF est
associée aux effets secondaires neuropsychiatricprasne l'insomnie, la dépression et des
attaques de panique. De tels effets secondairegepeétre éprouvés chez 5 a 29 % des
patients. A cause de ces effets secondairesiséiiin prophylactique de la MF est interdite
pour les gens comme les membres d'équipage de dlair exigent des capacités
psychomotriced™® 4

Le mécanisme d'action de la méfloquine ainsi qaatés arylaminoalcools reste peu
clair. Il est probablement différent de celui deaminoquinoléines. Récemment, il a été
proposé que les arylaminoalcools agiraient sur &g cible membranaire (non identifiée)
gue celle des 4-aminoquinoléines. Mais cette acmrierait de maniere antagoniste a celle
des 4-aminoquinolines, en interdisant la sortieides C4&" et empéchant ainsi la fusion de
vésicules de transport de 'hémoglobine avec lasladdigestive®

b.2. Mécanisme de résistance aux arylaminoalcools

La protéine de transport membrand®®DR1 joue un réle central dans la sensibilité
des parasites aux arylaminoalcools (Figure 13). kdo&ation simple N86Y du gergmdrl
est co-choisi avec la mutation K76T. Cette mutatipfmdrl est responsable de
'accroissement de la sensibilité des parasitesaa MF, I'HF, la LF et a la
dihydroartémisininé*? 11°

1% Ringwald, P. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 1999, 43, 1525 — 1527.

197 vijaykadga, S. et al. Trop. Med. Inter. Health. 2006, 11,211 — 219.

108 Brockmann, A et al. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 2000, 94, 537 — 544.

1% Adjuik, M. et al. Lancet. 2002, 359, 1365 — 1372.

Martindale, S. Royal Pharmaceutical Society of Great Britain, 2005, 34, 453 — 456.
Kremsner, P. G.; Krishna, S. Lancet. 2004, 364, 285 — 294.

Price, R. N. et al. Lancet. 2004, 364, 438 — 447.

Connor, B. A. J. Travel Med. 2001, 8 (Suppl 3) : S57 — S64.
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Arylaminoalcools

Erythrocyte

Figure 13 : Résistance aux arylaminoalcobfs.
c. L’atovaquone et les bloqueurs mitochondriaux
c.1. Transporteur mitochondrial d’électrons de P. falciparum

Contrairementa d'autres organismes eucaryotes, les transportecmoindriauy
d'électrons dé. falciparumsemblent ne pas étre couplés a la synthése d’AdRribcipale
source d’ATP pouP. falciparun est la glycolyse anaérobique. Le cycle d'acideqciér ou
cycle deKrebs est incomplet chePlasmodium Les déshydrogénases, sources d'élect
parmi lesquelles la dihydroorotate déshydrogénasdaeplus importante. Elle catalyse
réduction de la dihydroorotate en orotate, l'intedmaire clef de la biosynthése da
pyrimidine. Fournir un réservoir d'électrons poatte réaction semble étre la fonction la |
importante des transporteurs mitochondriaux d¥daest Les parasites dépendent de ¢
voie parce qu'ils ne peuvent digérer les basesydenigine utilisées. Des électrons s¢
transférés a partir de différentes déshydrogénasisbiquinone (coenzyme Q). Sa for
réduite, I'ubiquinol, se lie au site du réceptelo du complexe cytochrombcl, ou il est
oxydé en ubiquinoneSchémel). Les deux électrons prennent alors différents chentim
électron est transféré au centre-soufre du récepteur de la protéine Rieske. Le muoent
de I'ensemble des protéines transfere I'électran &-type de 'héme du cytochrome cl. |
la sute, le cytochrome cl est oxydé par un complexectytome d’oxydase, semblable
processus dans des organismes eucaryotes plus.dlevdeuxieme électron est transféré
deux molécules lype de 'heme au site Qi du cytochrome b, dansdktubiquirone est
réduit, via un intermédiaire sémiquinone dans wetessus a deux étapes, en ubigu****’

16 Vaidya, A. B. Curr. Drug. Targets Infect. Disord. 2004, 5, 11 — 23.

" vaidya, A. B.; Mather, M. W. Curr. Top. Microbiol. Immunol. 2005, 295, 233 — 250.
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. 2Fe-2S-
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Schéma 1 Représentation du flux électronique par le comptiixeytochromédbcl dans la
chaine respiratoire du parasite.

c.2. Mécanisme d’action et de résistance

L’Atovaquone Tableaul) se lie au site @du complexe cytochromrbcl et empéche
la translocation du domaine -soufre. L'ensemble des études, utilisant la ture du
complexe cytochromécl de la levure, a fourni une explication raisoneati¢ cet effet d
I'atovaquone au niveau molécula™® Le groupe Zaydroxy forme une liaison hydrogé
avec le résidu d'imidazole de His181 (numérotatieria levure) qui ccrdonne le complex
fer-soufre. Tandis que, du coté opposé de la moléanke liaison hydroger-eau est formée
entre I'atome d'oxygene du grouf-carbonyle et la chaine latérale de Gl ().

His181

N

HN\7N*~\‘ Glu272

\\‘H H
\O/

Atovaquone
Figure 14 :I'atovaquone formant simultanément un pont hydregavec le domaine ¢
complexe fe-soufre et le cytochrome b.

118 kessl, J. J. et al. J. Biol. Chem. 2003, 278, 31312 — 31318.
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L'interruption du transport d'électrons méne a tiorelrement rapide du potentiel
membranaire de la mitochondrie (iD= 15 nM) causant ainsi, un arrét complet du
métabolisme et du transport membranaire de la mitodrie!'® Ce processus entraine ainsi la
mort du parasite. Cet effet a été observé dansaleshes de laboratoire avec des valeurs de
Clso comprises entre 0.56 et 4.53 HfIEt de 1 & 6 nM sur des isolats de terf8in*?Le
complexe cytochrome des cellules de mammiferegusgu'a 1000 fois moins sensible a
l'atovaquone. L'utilisation de I'atovaquone en nthBoapie a montré une sélection rapide de
souches résistantes, aboutissant & un taux d'ébBempeutique de 30%° Ces souches
résistantes possedent un complexe cytochrbaiedans lesquel le siteda été altéré par
I'échange d'un acide aminé. Ces mutations (L271272R, 1258M, F2671, Y268S/C chéz
falciparum) diminuent la sensibilité du complexe cytochrobwd a I'atovaguone de plus de
1000 fois (IGo comprises entre 10 et 25 ufy.En utilisant la structure cristalline connue du
complexe cytochromécl de la levure, les conséquences de ces changemendsides
aminés peuvent étre élucidées au niveau molécdfdire'’échange de I'lle258 par la
méthionine diminue l'espace disponible pour le kdtee naphtoquinone de l'atovaquone.
Echanger la chaine latérale aromatique de Tyr268 ame sérine ou une cystéine nucléophile
meéne a une interaction hydrophobe diminuée du uésyglohexyle. Un autre acide aminé
affecté est le résidu d’histidine de la protéinedRe, qui forme la liaison hydrogene décisive
avec l'atovaquone. Il est intéressant de noter gagaines de ces mutations se produisent
naturellement chez les mammiferes, sans pour awtietté le bon fonctionnement du
complexe cytochromebcl, expliguant ainsi l'activité sélective de l'atquane sur
Plasmodium

c.3. Association Atovaquone - Proguanil

L’atovaquone montre un large spectre d’activitépantozoaires. Il est utilisé contre
Pneumocystis jirovegneumonigautrefois appel®neumocystis carinij toxoplasma gondii
et humanbarbesiosisEn raison du développement rapide de la résistaogene décrit ci-
dessus, son utilisation en monthérapie est prespdur la thérapie et la prophylaxie du
paludisme?*

Heureusement, il existe une forte synelgieitro entre I'atovaquone et le proguanil
(Tableau 1), et également, mais dans une moindsein@eavec la doxycycline (Tableau 1).
En outre, il n'y a aucune synergie entre I'atovaguet d'autres inhibiteurs de DHFR tels que
la pyriméthamine (Tableau 1). Le proguanil non-rhélizé est responsable de la synergie
avec l'atovaquone. Le proguanil seul n'a aucunt efiesurable sur le potentiel membranaire
de la mitochondrie, mais il diminue la concentnatide lI'atovaguone nécessaire pour
I'écroulement du potentiel membranaire. Le mécamismasponsable de cet effet est
inconnu'® Par cette synergie, la sélection de souchesagsist & I'atovaquone est diminuée.
Mais, une fois qu'une souche est devenue résistalitdovaquone, elle devient également

19 Srivastava, . K. et al. Mol. Microbiol. 1999, 33, 704 — 711.

Fivelman, Q. L. Adagu, I. S. Warhurst, D. C. Antimicrob. Agents Chemother. 2004, 48, 4097 —4102.
Pradines, B. et al. J. Antimicrob. Chemother. 2006, 57, 1093 — 1099.

Looareesuwan, S. et al. Am. J. Trop. Med. Hyg. 1999, 60, 533 — 541.

Kessl, J. ). et al. J. Biol. Chem. 2005, 280, 17142 — 17148.

Baggish, A. L. Hill, D. R. Antimicrob. Agents Chemother. 2002, 46, 1163 —1173.

Srivastava, I. K.; Vaidya, A. B. Antimicrob. Agents Chemother. 1999, 43, 1334 — 1339.
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résistante a la combinaison avec le progudhila méme synergie qu'avec le proguanil, est
aussi observée avec le chlorproguanil (Figure 15).

Depuis le milieu des années 90, la combinaison #&jawvne-Proguanil est utilisée,
sous le nom commercial de Malarone®, pour le tnadet du paludisme simple en
prophylaxie et en thérapté* ***L'utilisation de la Malarone® est limitée & cawkeson prix
tres éleve.

Quelques échecs thérapeutiques ont été rapp6ttés’ Cependant, la résistance ne
semble pas étre un probléme de nos jours car,éldoprinance des mutations du gene de
cytochrome b qui conférent la résistance a cettebamaison dans des isolats primaires
semble étre inférieure a 1% 12° %our protéger cette combinaison atovaquone/proguani
des résistances naissantes, elle a été combinésasees a l'artésunate, pour le traitement du
paludisme simplé®! Cette combinaison a été également employée poaraiement du
paludisme aussi bien simple que multiple-résigentdant la grossess&: 133

HoN

Cycloguanil Chlorproguanil

Figure 15 : Structures chimiques de la cycloguanil et de lagdnbguanil.
d. L’artémisinine et ses dérivés

Depuis plus de 2000 ans, des extraits de plamesus sous le nom d’absinthe douce,
ont été utilisés en Chine pour le traitement dgehare. En 1971, le principe actif, une lactone
de sesquiterpéene, I'artémisinine (ART, Figure 18)i$olé. Son utilisation pour le traitement
du paludisme a été répandue en chine depuis ‘£872.

L’artémisinine est un agent antipaludique fortemesitf. Des analyses effectuées sur
40 isolats cliniques du Nord-Ouest de la Thailamdentrent des Gjde8.2 & 17.9 nM*
Lors d’'une étude différente, des valeurs |égérermphrg hautes, de 15.5 a 28.3 nM, ont été
observéed®

126 Kuhn, S.; Gill, M. J.; Kain, K. C. Am. J. Trop. Med. Hyg. 2005, 72, 407 — 4009.

Schwartz, E.; Bujanover, S.; Kain, K. C. Clin. Infect. Dis. 2003, 37, 450 — 451.
Wichmann, O. et al. J. Infect. Dis. 2004, 190, 1541 — 1546.

Pimentel, S. et al. Malar. J. 2006, 5:30.

Gebru, T. et al. Malar. J. 2006, 5:112.

Vugt, M. V. et al. Clin. Infect. Dis. 2002, 35, 1498 — 1504.

McGready, R. et al. J. Infect. Dis. 2005, 192, 846 — 853.

McGready, R. et al. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 2003, 97, 592 — 594.
Haynes, R. K.; Vonwiller, S. C. Acc. Chem. Res. 1997, 30, 73 — 79.
Rambharter, M. et al. Am. J. Med. Hyg. 2002, 67, 39 — 43.

Tanariya, P. et al. J. Clin. Pharmacol. 2000, 49, 437 — 444,
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Artémisinine (ART) Artesunate (ARS) Artémether (ARM)
Figure 16 : Structures chimiques dartémisinine (ART), I'artésunate (ARS) et l'artéther
(ARM).

d.1. Mécanisme d’action, résistances possibles et activité

Une caractéristique structurelle clé de 'ART et siérivés est l'infrastructure 1,2,4-
trioxane ou, plus précisément, I'endopéroxide egtiobligatoire pour l'activité antipaludique.
En dépit de l'importance croissante des ACT, leacanisme d'action fait I'objet d’intenses
débats. Il a été proposé que le clivage de I'endogyéle médié par le Fe(ll) mene a la
formation de radicaux carbonés pouvant étre der@giimaire ou secondaire (Schéma 2). Il
se pourrait que les deux ou un seul de ces radseiext I'espéece active.

Fe

Fel_

Artémisinine (ART)

[¢]
Schéma 2 Formation des radicaux carbonés primaire ou sed@nde I'artémisine par
médiation au Fe

Il est considéré que la formation des radicaux aa&b a lieu dans la vacuole
digestive, et que la Ferroprotoporphyrine IX enlespece active. Les radicaux réactifs, sont
susceptibles de réagir, plus ou moins aléatoirenaeet différentes cibles de protéines, aussi
bien qu'avec la ferriprotoporphyrine IX elle-ménteagsi empécher la désintoxication de
I'héme et inhiber une multitude d'enzyntds 38 139140

O'Neill et Posner ont formulé un mécanisme de I'ABTses dérivés comme étant
« The “iron-triggered cluster bomb”» (Figure 9.

137 Posner, G. H.; O’Neill, P. M. Acc. Chem. Res. 2004, 37, 397 — 404.

Meshnick S. R. Artemisinin and its derivatives dans Antimalarial Chemotherapy, Ed. P. J. Rosenthal, Humana
Press, Totowa, 2001, 191 —201.

% Haynes, R. K.; Krishna, S. Microbes Infect. 2004, 6, 1339 — 1346.

Krishna, S.; Uhlemann, A.-C.; Haynes, R. K. Drug Resist. Updates, 2004, 7, 233 — 244.

O’Neill, P. M.; Posner, G. H. J. Med. Chem. 2004, 47, 2945 — 2964.
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Figure 17 : The “iron-triggered cluster bomb”.

Le développement de résistance contre un médicaaggssant non spécifiqueme
contre des cibles multiples est peu probable. @eeqt a été mis en doute suite a plusi
observations : les a@nmisinines agissent sur toutes les étapes dévetmpyales du parasite,
compris celles qui ne produisent pas d’hémozoines Bxpériences de détection
marquage ont permis de localiser I'Art et ses d&rimon pas dedans, mais seuleme
l'extérieurde la vacuole digestiv'*? De plus, des dérivés de I'artémisinine fortemerifs
sont plus ou moins sensibles au clivage par la atiédi au Fe(II**?

Récemment, Krishna et ses collaborateurs ont péopoe autre hypothese : le clive
de I'endopéroxyds’effectuerait dans le cytoplasme catalysé parsonece cytoplasmique ¢
Fe(ll). L'espéce réactive résultante inhiberaitrsalspécifiquement une pompe ** ATP-
dépendante localisée dans le réticulum endoplag (Figure 18).La pompe, appelé
PfATP6, est 'homologue de I'ATPase ** sarcoplasmique/réticulum endoplasmique
cellules de mammiféres (SERC'*** SERCA est une protéine membranaire qui pomg
calcium a I'intérieur du réticulum.Un modele PfATP6 a été préparé, un certain nombre
de dérivés d'artémisinine ont été assemblés infigmement dans le site de liaison de
thapsigargine de ce modele. La thapsigargine esbmposé terpénique isolé de la racine
Thapsia garganica(utilisée traditionnellement commenti-irritant). C’est un inhibiteu
spécifique des ATPasesCaSERCA .L'interaction des dérivés de 'ART avPfATP6
semble étre surtout de nature hydrophobe. L'endgpée est exposé au solvant.
conséquent, il a été suggéré que la liaison déefigsinine a la protéine cible précéde
l'activation du péroxyde obtenu par la médiatiorFa(il).**°

142 Krishna, S. et al. Trends Mol. Med. 2006, 12, 200 — 205.

Haynes, R. K. et al. Angew. Chem. 2004, 116, 1405 — 1409.
Eckstein-Ludwig, U. et al. Nature, 2003, 424, 957 — 961.
Jung, M. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2005, 15, 2994 — 2997.
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endoplasmiques
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Figure 18 : Inhibition de la pompe (** ATPase (SERCA) appeléfATP6 par des radicat
issus de la médiation au Fe(ll).

Le mécaisme, par lequel l'inhibition dPfATP6 mene a la mort rapide du paras
reste inconnu. Cependant, ces découvertes remettecause le concept que si Art agit
maniéere plus ou moins aléatoire sur des ciblesiphest de protéines, le risque de rtance
est minimisé* En effet, il a été possible de créer un mutantPfATP résistant a
I'artémisinine par juste 'échange d'un acide am{h263E)'*® De plus, des mutations
PfATP6 ont été trouvées danss isolats montrant de maniere significative la dimion de
la sensibilit¢ & lartéméther (AR, Figure 16)'*’ En outre, une résistance stable
'artémisinine pourrait étre introduite dans degsagédes de rongeur par des mutes
ponctuelles dans les gérep€ etmdrl.**® L'ART et ses dérivés sont trés actifs, ils abais
la biomasse du parasite de 10 000 fois dans uncyeld asexu*® **°lIs représentent dor
les antipaludiques les plus actifs de nos j

1.6.3 Quelques antipaludiques en phases cliniques
La recherche sur les antipaludiques mobilise undyreombre d’équipes de recherc

La Figure 19reprend certaines molécules de synthese qui sdréesnen développeme
préclinique ou cliniquérés récemmert>h 152 153,154,155, 156, 157

“® Uhlemann, A.-C. et al. Nat. Struct. Mol. Biol. 2005, 12, 628 — 629.

7 Jambou, R. et al. Lancet, 2005, 366, 1960 — 1963.

Afonso, A. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 2006, 50, 480 — 489.

White, N. J. Antimicrob. Agents Chemother. 1997, 41, 1413 — 1422.
Woodrow, C. J. ; Haynes, R. K. ; Krishna, S. Postgrad. Med. J. 2005, 81, 71 — 78.
Borrmann, S. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 2006, 50, 2713 — 2718.
Karunajeewa, H. A. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 2008, 52, 237 — 243.
Nyunt, M. M. et al. Am. J. Trop. Med. Hyg. 2009, 80, 528 — 535.

Tiono, A. B. et al. Am. J. Trop. Med. Hyg. 2009, 81, 969 — 978.

Nasveld, P. E. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 2010, 54, 792 — 798.
Tshefu, A. K. et al. Lancet, 2010, 375, 1457 — 1467.

Charman, S. A. et al. PNAS. 2011, 108, 4400 — 4405.
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Figure 19 : Quelgques antipaludiques en développement.

La pipéraquine (Figure 19), une bis-4-aminoquim@éien combinaison avec la
dihydroartémisinine (Eurartesim®)> **°et la pyronaridine (Figure 19) en association avec
l'artésunate (Pyramax, Figure 18§,sont trés bien tolérées et ont montré leur effiéatans
des études cliniques en Afrique. Eurartesim® eaiax sont en phase lll clinique. En outre,
'étude de Pyramax est actuellement en développesaums forme intraveineuse pour le
traitement du paludisme sévére.

La dapsone (Figure 19) est en triple combinais@t d& chlorproguanil (Figure 15) et
'artésunate (CDA, LapDap-igure 16) dans le but d’étendre la durée de vieudiésation
de la combinaison aux antifolates. Son étude ephase I cliniqué>® ***

La tafénoquine (Figure 19), une 8-aminoquinoléiagit également sur les étapes
érythrocytaires des parasit€s.Elle a une longue durée de vie et baisse apparamime
risque d'effets secondaires séveres contrairemdataéfloquine. D’aprés les résultats de
'étude en phase llla, la tafénoquine pourrait pldbment devenir un médicament
prophylactique>®

La Pafuramidine (DB289Figure 19), une prodrogue de la Furamidine (DB75)
oralement biodisponible, est une diamine qui a dodes résultats prometteurs lors d'une

138 Karema, C. et al. Trans. Royal Soc. Trop. Med. Hyg. 2006, 100, 1105 — 1111.

5% Bathurst, I.; Hentschel, C. TRENDS Parasitol. 2006, 22, 301 — 307.
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étude clinique initiale. Malheureusement lors di&tsl prophylactiques en phase /Il pour une
dose de 100 mg, la pafuramidine s’est montréeigaefé'>

La TE3 (Figure 19), une prodrogue de composé bisiamium, inhibe probablement
la biosynthése de la choline. De par ses propri@tagioniques, elle interagit également avec
I'heme!®° Elle a montré des résultats précliniques prometteu

La fosmidomycine (Figure 19), un inhibiteur de lalésoxy-D-xylulose-5-phosphate
réductoisomérase, a montré une bonne toléranaeeetaute efficacité en association avec la
clindamyciné® et I'artesunat®* (Figure 16) dans plusieurs études cliniques.

0z439 (Figure 19), une ozonide, actuellement ers@hk, agit trés rapidement sur
toutes les étapes de la phase asexuée érythraeytagu falciparum®™’

G25 (Figure 19), est un puissant antipaludiqueitro etin vivo, qui agit a de trés
faibles doses (18nMf? En plus de son action s@. falciparumet P. vivax des singes
infectéslegarP. falciparumet P. cynomolgifurent complétement guéris apres traitement a ce
dernier.

PA1103/SAR116242 (Figure 19), une trioxaquine (rwolé hybride), est fortement
activein vitro sur plusieurs souches sensibles et résistant®adenodium falciparunaux
concentrations nanomolaires 1= 10 nM obtenue sur FcM29, souche chloroquino-
résistantéf® et sur des isolats cliniques multirésistants gatsonCette molécule est trés
efficace par voie orale avec une élimination conepties parasites chez des souris infectées
des souches delasmodiumde rongeur chloroquino-sensibles ou chloroquirsistantes a
des doses de 26-32 mg/§.Ce composé est aussi fortement efficace sur detssnfectées
par P. falciparum Combiné avec un bon profil médicamenteux (I'ason préliminaire, le
métabolisme et des parameétres de sécurité), PAIABRA16242 a été sélectionné en janvier
2007 comme étant un potentiel médicament antipauedf™: *°*

1.6.4. Lesvaccins dans le traitement du paludisme

La mise au point de vaccins contre le paludismereng une accélération marquée au
cours des dix dernieres années. Le nombre desdiamisues a augmenté et quelques
antigénes ont été essayés en zone d’endémie. s@s est également montré sans ambiguité
gu’'un certain niveau d’immunité clinigue antipahgsipouvait étre induit par vaccination,
dans des conditions expérimentales ou sur le terrai

Ainsi, les recherches ont permis la mise au pdim @accin antipaludique dénommé
RTS,S préparé a partir des systémes adjuvants ABRS01°° qui cible spécifiquement le
stade pré-érythrocytaire delasmodium falciparuth®’ Jusque-1a, lefficacité n'avait été
prouvée qu'au stade expérimental avec une protepaatielle, voire totale dans certains cas.
Réalisée en Afrique sur plus de 200 enfants, ungeétandomisée en double aveugle a testé
immunogénicité, 'efficacité et I'innocuité de oeaccin lors d’essais cliniques de phase | et

1%0 Biagini, G. A. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 2003, 47, 2584 — 2589.
161 Borrmann, S. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 2005, 49, 3749 — 3754.
Roggero, R. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 2004, 48, 2816 — 2824.
Wengelnik, K. et al. Science 2002, 295, 1311 — 1314.

Coslédan, F. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 2008, 105, 17579 — 17584.
Meunier, B. Acc. Chem Res. 2008, 41, 69 — 77.

Bejon, P. et al. N. Engl. J. Med. 2008, 359, 2521 — 2532.

Aide, P. et al. PloS One. 2010, 5, e13838.

162
163
164
165
166
167

-

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Gabin Mwande-Maguene, Lille 1, 2011
Chapitre I : La chimie bioorganométallique dans le traitement du

paludisme

|1, 168.169. 179Ces nourrissons ont recu soit 3 doses du vactipatudique RTS,S/AS02D, soit

3 doses de vaccin contre I'hépatite B a I'age delZou 18 semaines. Différents parameétres
ont été mesurés : innocuité du vaccin durant lpseéiers mois de I'étude, immunogénicité
ou encore apparition de nouvelles infectiomdasmodium falciparundans les 3 mois suivant
I'arrét du protocole vaccinal. Les résultats momitrées effets secondaires serieux chez 16 %
des enfants dans chacun des deux groupes. Durpétitale de suivi, il y a eu 4 déces, tous
en rapport avec une infection.

En conclusion, l'efficacité de ce vaccin est glabpaént estimée a 66 %. Il est
considéré comme dénué deffets secondaires nussiblden toléré et hautement
immunogénique chez les jeunes enfants vivant dass régions rurales du sud du
Mozambique. Ces données encourageantes ont permpéssage de ce vaccin en phast1L.
La résultante des études lors de cette phase, fimin€e’envisager la mise a disposition
prochaine d’un vaccin antipaludique efficace et dimeinution du nombre de décés imputés a
cette maladie infectieusé*

II. LA CHIMIE BIOORGANOMETALLIQUE

II.1. Introduction

La chimie bioorganométallique consiste en la syeheet I'étude d’espéces
organomeétalliques d’'intérét biologique et médical. début de la chimie organométallique,
toutes les molécules organométalliques considéraielquement une liaisow entre le
carbone et le métal? Aprés la découverte du ferrocéré,de nouvelles liaisons métal-
carbone ont été élucidées : les liaisanset 6. Cette diversité structurale a permis le
développement de la chimie organométallique desaumétle transition puis de la chimie
bioorganométalliqué’*17>176.177

C'est aux alentours de la seconde moitié di™2@iécle que débute la chimie
organométallique des métaux de transition. Les dwsaexploités furent la catalyse, plus
particulierement la polymérisation de Ziegler-Nateasynthese asymétrique et la métathése
des oléfines. Ce n'est que peu de temps apresstguée la chimie bioorganométallique.
Effectivement, c’est en 1985 que ce terme fut séilpour la 4° fois pour la synthése et

1%% Aponte, J. J. et al. Lancet, 2007, 370, 1543 — 1551.

Alonso, P. L. et al. Lancet, 2005, 366, 2012 — 2018.

Alonso, P. L. et al. Lancet, 2004, 364, 1411 — 1420.

! Casares, S.; Brumeanu, T-D.; Richie, T. L. Vaccine, 2010, 28, 4880 — 4894,

72 Kaim W, Schwederski B. Bioinorganic Chemistry: Inorganic. Elements in the Chemistry of Life: An Introduction
and Guide. John Wiley: New York, 1994, 267 — 286.

7 wilkinson, G. et al. . Am. Chem. Soc. 1952, 74, 2125 — 2126.

Cotton, F. A. ; Wilkinson, G.: Advanced Inorganic Chemistry, John Wiley & Sons, 1962.

Crabtree, R. H. The Organometallic Chemistry of the Transition Metals. Chap. 16, 2" edition, J. Wiley and
Sons, New York, 1994.

176 Elschenbroich, C.; Salzer, A.: Organometallics - a Concise Introduction. VCH Publishers, Weinheim. 1989, pp
86 —89.

"7 Chavain, N. ; Biot, C. Curr. Med. Chem. 2010, 17, 2729 — 2745,
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I'étude des espéces organétalliques ayant un intérét biologique et mdc:’®*"°La chimie
bioorganométallique a connu tres rapidement unressosidérable et aujourd’hui elle
subdivise en 5 grands domai (Figure 20)-%°

La bioanalyse et les
Les composés traceurs pharmaceutiques
organometalliquesen
theérapie
La toxicologie et
I"environnement Les enzymes,
les protéies et

les peptides

Lareconnaissance
moléculaire en milieu aqueux

Figure 20 : Les 5 grands domaines d’application de la chimi®fganométalligr.**°

I1.2. Les complexes organométalliques

On peut définir les complexes organométalliques mengtant des molécules de
lesqueles se trouve une liaison mecarbone (ME). Aussi, des doubles et triples liaist
métalcarbone sont également observées. Parmi les ligamadamment étudiés, on trouve
monoxyde de carbone, des molécules organiques telle des alcénes, des aes, des
arénes ou des groupes alkyles, des halogénurescoueedes phosphines. SurFigure 21
sont représentés quelques complexes organoméés

G)
lo < PF
MesN NMes @ “1re
Cl //,///\( PCy, | ®

"

s Fe  PPh N—Ru—>>
a” | “ph @Pth \ /|

PCy;

Catalyseur de Grubbs Josiphos le)
Figure 21 : Complexes organométalliques.

Il est possible de déterminer le nombre d’électmsnés par un ligand a l'aide d'u
simple approche d’électrons de valence. Pour delagomplexe organométallique d

178

Jaouen, G.; Vessieres, A. Pure Appl. Chem. 1985, 57, 1865 — 1874.

Top, S. et al. Organometallics. 1985, 4, 2143 — 2150.

Jaouen G, Beck W, McGlinchey MJ: A Novel Field of Research: Bioorganometallic Chemistry, Origins, and
Founding Principles. Weinheim, Wiley-VCH, 2006, pp 1-37.
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respecter la régle de 16 ou 18 électrons, qui spomd simplement a la régle d'octet
appliguée aux complexes organométalliques.

I1.3. Les métallocénes'®

Les métallocénes sont des complexes ayant comnmeuli®rgénérale GM, qui
consistent en l'association de deux anions cycliuiényles liés a un métal de transition
(bloc d) central dans son état d’oxydation Il. Le nom réténe dérive du ferrocérn& On
dit de ces complexes qu’ils possedent une structarglwich. En effet, les deux anions
cyclopentadiényles sont paralléles avec des longuatiudes forces de liaison égales.

Seuls les métallocénes des groupes 1 et 2 présamenstructure sandwich. Par
contre, ceux du groupe 3 et la majorité des congowitallocéniques des groupes 4 et 5 ont
une structure sandwich pliée. Effectivement lesxdsicles cyclopentadiényles font un angle
de 130° et sont accompagnés d’autres ligands @onbmbre peut aller jusqu’a trois, en
particulier pour le groupe 5 (Figure 22).

? Y- ﬁ\m/L ﬂ\m/—LL
S v %

Figure 22 : Les différentes structures sandwichs des métaléscen

Il existe des complexes demi-sandwich dont la #&irec comporte un cycle
cyclopentadiényle ou benzénique et un a quatresuligands. Ce sont des complexes trés
stables, surtout lorsque les ligands sont de bodesr, tels que CO et NO. Des exemples de
complexes demi-sandwichs sont donnés sur la FRfire

Il existe également d’autres complexes cyclopegtades qui n’obéissent pas a la
regle des 18 électrons. C’est le cas des complesgzsiométalliques paramagnétiques [M =
V (n=3€), Cr(n=48, Mn (n =56, CO (n =78, Ni (n = 8¢€)]. Ces complexes, tres réactifs
et difficiles a isoler ont tendance a former dastins covalentes différentes.

Les métallocenes possedent des propriétés redest-adire qu’ils peuvent exister
sous différents degrés d’oxydation. Ces différadtds redox se caractérisent par méthode
électrochimique en utilisant la voltamétrie cyckguchaque vague correspondant a un
changement d’un degré d’oxydation.

c c F FeACvFé I
u (o] €. - Cr
| oc” Sco oc”) co 90T N\ /7 oc” L Co
co Cl i Co
o)

Figure 23 : Exemples de complexes demi-sandwichs.

181 Astruc, D.: Chimie Organométallique : Les métaux-carbénes et carbynes. EDP Sciences, 2000, chapitre 10.
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I1.3.1. Chiralité des métallocénes

Les métallocénes peuvent présenter une chiraliggjl@ deux substituants différents
se trouvent sur le méme cycle cyclopentadiényléteGzhiralité s’appelle : « Chiralité plane
ou métallocénique ». Elle n'est possible que loestpumétallocéne est hétérodisubstitué en
1,2 ou en 1,3 (Figure 23). Par contre, du faital@édre rotation des cyclopendadiényles, les
dérivés hétérosubstitués en 1,1’ ne présentennauchiralité.

M : M
Enanti'oméres Enantioméres

Figure 24 : Chiralité métallocénique ou plane des dérivés bétéubstitués en 1,2 ou 1,3.
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II.3.2. Le ferrocene

Le ferrocéne (Fc) est un solide diamagnétique $pag orange, thermiquement stable
ayant un moment dipolaire nul. C’est I'un des niétanes le plus connu, qui fut découvert
pour la £ fois en 19518 ¥ Toutefois, la structure proposée était celle dcomplexes
(Formule A : fer lié a un seul carbone de chaqudegyFigure 25). Ce n’est que I'année
suivante que la structure correcte de complexEormule B : fer lié aux cing carbones de
chaque cycle, Figure 25) avait été proposée indipement et simultanément par
Wilkinson'"® et Fischer*

DD )

Formule A\ Formule B
Figure 25 :1*"®structures du ferrocéne.

La structure du ferrocene fut ensuite confirmée paectroscopie RMN et
cristallographie Rayons ¥° '® Sa structure distinctive mena & un engouement sans
précédent pour la chimie des métaux du « bloc des s hydrocarbures. Du fait de la libre
rotation des cyclopentadiényles, le ferrocene misskeux conformations : la conformation
prismatiqgue (ou éclipsée) et la conformation aigipatique (ou décalée) (Figure 26).
Ronsenblum et Woodwafd ont montré qu'un équilibre s'établit entre ces >deu
conformations (Figure 26).

182 Kealy, T. J.; Pauson, P. L. Nature 1951, 168, 1039.

Miller, S. A.; Tebboth, J. A.; Tremaine, J. F. J. Chem. Soc. 1952, 632 — 635.
Fischer, E. O.; Pfab, W. Z. Naturforsch. 1952, 7b, 377.

Dunitz, J. D.; Orgel, L. E.; Rich, A. Acta Gryst. 1956, 9, 373 — 375.

Laszlo, P.; Hoffmann, R. Angew. Chem. Int. Ed Eng. 2000, 39, 123 — 124.
Rosenblum, M. ; Woodward, R. B. J. Am. Chem. Soc. 1958, 80, 5443.
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@ 2,3 Kcal/mol @
Fe — Fe

Conformation antiprismatique Conformation prismatique

Figure 26 : Les deux conformations du ferrocene

Le ferrocéne est un complexe aromatique car les deions cyclopentadiénylesdds) sont
plans et posséedent 6 électrangOn qualifie le ferrocéne d’aromatique activé itgrosseéde
une réactivité plus grande qu'un composé aromataydenaire. La réaction d’acylation de
Friedel et Crafts est un bon exemple. Elle ne extjgnas de catalyseur élaboré, seul I'acide
phosphorique concentré suffit. Lorsque la réacésnchauffée a plus de 60°C, I'on obtient
€également une petite quantité de produit diacétytd’autre cycle (Schéma 3).

(@) O
Z—CHS ?—CHs
CH3C0),0, H3PO4 (85%
Fe (CH3C0),0, H3PO4 (85%) Fe . Fe o
= = .

Schéma 3 ‘Acétylation du ferrocene.
En synthese organométallique, I'une des réactiomgracnment utilisées est la

métallation. Un cyclopentadiényle du ferrocéne peagir avec le butyllithium (BuLi) et
former un nouveau complexe utilisable dans la pedjman d’'une série de nouveaux COmposés

(Schéma 4).

R3SiCl
NH2
MeONH, Fe

: _Buli L
Fe

(i) B(OMe)3
(i) H,O

B(OH),

Y
-

=

—

Schéma 4 La métallation du ferrocéne.
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I1.4. Les molécules organométalliques biologiquement actives

I1.4.1. Les premiers médicaments organomeétalliques

Par ses effets toxiques, I'arsenic a fait des resatans I'histoire. Au milieu du 1%
siécle en France, l'arsenic blanc,,8s, fut appelé « poudre de succession ». Les avatés
chimie inorganique ont permis a Ehrlich (1854-19&6)'autres de se rendre compte que les
composés organométalliques d'arsenic pourraiem #toins toxiques et plus faciles a
manipuler, que leurs homologues inorganiques.

HOOASZASQOH @As AS—Q—

HCI H,N NH, HCI

Salvarsan® Neosalvarsan® S/o Na*

A i I
(Arsphénamine) o

Figure 27 : Structure chimique du Salvarsan® et du Neossarg®.

En 1909, Paul Ehrlich (prix Nobel de médecine e@8)9net au point un dérivé de
I'arsenic efficace contre la syphilis, le Salva®affrigure 27). Ce fut le premier médicament
de synthése qu'il perfectionne par la suite sousl® de Néosalvarsan® (Figure 27), utilisé
jusqu’en 1945 et remplacé alors par la pénicilline. Salvarsan® n’est pas trés soluble dans
'eau et sous sa forme d’hydrochlorure, il est tiedque. Par contre, le Neosalvarsan® est
soluble dans I'eau.

Jusqu’a présent, le mécanisme d’action du Salvam&st pas connu. Ce n’est que
depuis peu que des études de spectrométrie de miaispermis de proposer une structure
convenable. Le Salvarsan® serait alors, un méldmajggomeres dont les produits principaux
seraient des cycles & 3 ou & 5 motifs d'arsénobéRimpire 28).188

OH
H,N @
As
o )as] Q
As

il “@

Figure 28 : Structures cycliques du Salvarsan®.

H,N  OH

%8 | loyd, N. C., et al. Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 941 — 944.
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I1.4.2. Les complexes métalliques et les métallocénes dans la conception du
médicament

Le cisplatine (Figure 29) qui est synthétisé paumptemiére fois par Peyronne en
1844, est présenté comme antitumoral par Rosenkergl965°° Le cisplatine est
particulierement actif contre le cancer des telguDe par son activité limitée sur certains
cancers, ses effets toxiques et le développememedrésistance cellulaire au platine, les
chercheurs se sont lancés dans la synthese d’antiésules anticancéreuses. L'utilisation
du ruthénium semble une bonne alternative. En ,efiaet sel de ruthénium, le trans-
imidazole(diméthylsulfoxyde)tétrachlororuthénatandtiazolium (NAMI-A,Figure 29) est
intéressant pour son activité anti-métastatiquesatfaible toxicitéin vivo.*> ! Tout
dernierement, des études vitro de NAMI-A en combinaison thérapeutique avec
I'electroporation ont été faites sur des cellulemnarales de B16F1 en Slovénté.

B 10
<)
N H
HsN_ Cl N N Q _Cl
Pt Cl..j <l [ > Tilg,

HaN cl | Cl N @ <<
N S H : : X
cisplatine H3C' P30 dichlorure de titanocéne

H3C

NAMI-A

Figure 29: Structure chimique du cisplatine, du NAMI-A et chlorure de titanocéne.

Suite aux résultats intéressants obtenus aveclldeseuthénium, la recherche de
médicaments s’est orientée vers les complexes logtaiques. Ainsi, le dichlorure de
titanocéne (Figure 29), analogue du cisplatingé¢agnthétisé. Ce métallocéne aux propriétés
antiprolifératives était en phase Il d’'essais diirgs:®® Mais, les tests cliniques ont été
récemment arrétés du fait de son activité insuffssaUne récente approche consiste a
modifier des bio-ligands connwsa la chimie organométallique dans le but d’optimisens
effets. Par la présence d’'une entité organométaites chercheurs souhaitent observer une
augmentation de I'efficacité et peut-étre la forimatd’espéces oxydées prés du site dctif.
195,196, 197 'ytilisation de cette stratégie a conduit & laseance de deux familles de

molécules : les ferrocifenes et la ferroquine (FQ).

189 Rosenberg, B.; Van Camp, L.; Krigas, T. Nature. 1965, 205, 698 — 699.

% carmona, D.; P. Lamata, M.; Oro, L. A. Eur. J. Inorg. Chem. 2002, 2239 — 2251.

1 velders, A. H., et al. J. Med. Chem. 2004, 47, 1110 — 1121.

192 Bicek, A.; Turel, I.; Kanduser, M.; Miklavcic, D. Bioelectrochemistry 2007, 71, 113 — 117.
193 Mross, K., et al. onkologie. 2000, 23, 576 — 579.

194 Brocard, J.; Lebibi, J.; Maciejewski, L. French Patent 2733985-A1, 1996.

% Jaouen, G., et al. Curr. Med. Chem. 2004, 11, 2505 — 2517.

% Biot, C. et al. J. Med. Chem. 1997, 40, 3715 — 3718.

7 Biot, C. et al. J. Organomet. Chem. 1999, 589, 59 — 65.
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a. Le ferrocifene

Dans les pays économiquement développés, une feantaiit est atteinte du cancer
du sein. Ainsi, le Tamoxiféne (Figure 30), qui eetmodulateur sélectif des récepteurs des
cestrogenes, est utilisé sous forme orale dans reecadu sein. Il est pour linstant le
traitement le plus vendu dans le cadre du traiténdence cancer. Il est utilisé dans le
traitement de cancers du sein en phase précoceancée chez les femmes pré- et post-
ménopausées£ependantle Tamoxifene n'est efficace que contre les candigss'’hormono-
dépendants*%® 1%°

D’une maniere générale, les cancers du sein pe@mentlassés en deux groupes qui
se distinguent par la présence [ER(+)] ou I'absdd®(-)] de récepteurs d’cestrogen&s.
Environ deux tiers des cas sont ER(+), il s’agur# surexpression du récepteur cestrogene
qui peut étre traité par une hormono-thérapie mer mhodulateurs sélectifs des récepteurs
d’'cestrogenes (SERMs = Selective Estrogen ReceptmtuMtors) tel que le tamoxifene.
Dans la lignée des cellules ER(+), il existe deansstypes de récepteurs : &8 ER3.2

La forme active du tamoxiféne est son métaboliée4-hydroxytamoxiféne (OHTF*
Cependant, pour des raisons de biodisponibilitéstcle tamoxiféne qui est administré
(Figure 30). L’action antiproliférative de I'hydrgtamoxifene est due a une liaison
compétitive aux ERs. La transcription de 'ADN oaslio-médiatée est alors réprimée dans
les tissus tumoraui?

Malheureusement, les cellules tumorales peuveningsrasous la thérapie et
'expression des ERpeut étre diminuée de telle sorte que la pris§almoxifene n’a plus
d’effet comme chez les patientes a ER(-). Il seihbianc important de trouver de nouvelles
molécules. C’est ainsi que Gérard Jaouen et sopeguat eu I'idée de remplacer un benzene
par un ferrocéne dans la molécule d’hydroxytammeaféCette pharmacomodulation a donné
naissance a des hydroxyferrocifenes (Figure 30).d8s cellules MCF-7, lignée de cellules
du cancer du sein hormono-dépendant (ER+), ledseffes hydroxyferrocifénes sont tres
similaires a ceux de I'hydroxytamoxiféne. Les deatégories de molécules ont le méme
effet antiprolifératif, mais I'activité anti-cestrége des hydroxyferrocifénes est meilletire.
Par contre, sur des cellules MDA-MB231, lignée é@#utes du cancer du sein hormono-
indépendant (ER-), les effets des hydroferrociféesest spectaculairement différents. En
effet, les analogues hydroxyferrocifénes sont aoliigratifs la ou les hydroxytamoxifenes ne
le sont pas complétement. En somme, les hydroxdé@nes sont actives sur les deux types
de cancer du sein hormono-dépendant et hormonpémdéant®®

%% Jordan, C. V. J. Med. Chem. 2003, 46, 883 — 908.

% Jordan, C. V. J. Med. Chem. 2003, 46, 1081 — 1111.

Schatzschneider, U.; Metzler-N. N. Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 1504 — 1507.
Grainger, D. J.; Metcalfe, J. C. Nature Medicine, 1996, 2, 381 — 385.

Shiau, A. K, et al. Cell. 1998, 95, 927 — 937.

Top, S. ; Jaouen, G., et al. Chem. Eur. J. 2003, 9, 5223 — 5236.
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Fe I n=2,3,50u8

o 0. N
\H/ ~
n
R=H Tamoxiféne N/ Hydroxyferrocifénes

OH Hydroxytamoxiféne

Figure 30: Structures chimiques du Tamoxifene, de I'Hyditaxiyoxiféne et des
Hydroxyferrocifénes.

L’équipe du Pr. G. Jaouen a également explorduiémfce du potentiel redox ¥ et
du pH de Ila solution sur les propriétés cytotoxgqua Il'aide d’expériences
électrochimiqued® L’électrochimie du couple [Fe(C@J/[Fe(Cp)] est une réaction
réversible a un électron.

Le processus d'activation redox des hydroxyfergrois est représenté dans le
Schéma 5. Lors de I'oxydation du ferrocene, la gbgositive est partiellement délocalisée
en para sur le groupement hydroxyle au travers/gig¢ser conjugué rendant le proton acide
et accessible & une base (HOFct 8& HOFcf 5b). Cette délocalisation du radical a été
montrée par calculs DFT. Dans une seconde étapgdftion, la perte du proton forme une
guinone meéthylene (Fcf 8). Les quinones méthylétess hydroxytamoxifénes sont connues
comme étant exceptionnellement stables avec unéedde demi-vie de 3 heures sous
certaines conditions physiologiques.

HOFcf 5

OFcf 7 Fef8

Schéma 5 Activation redox des hydroxyferrocifénes ¢8j.

b. La Ferroquine

Il a été montré précédemment que le paludisme denmesqu’aujourd’hui 'une des
maladies parasitaires la plus répandue dans le endredparasitel?lasmodium falciparuma
su développer une forte résistance a bon nombremddicaments notamment a la

% Hillard, E., et al. Angew. Chem. 2006, 118, 291 — 296.
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chloroquineg?® 2% 207 En attendant de trouver un vaccin, la découvegenduveaux
antipaludiques est donc urgente. L’équipe de JacBuecard s’est penchée sur la synthése de
nombreux dérivés ferrocéniques : la synthése deédéferrocéniques de I'artémisinifi€,de

la quinine et de la méfloquirf®’ Des dérivés de la chloroquine avaient égalemedit ét
synthétisés. De cette série est née la Ferrog&igare 31)'°® #°La FQ s’avére 10 fois plus
active que son analogue CQ. En effet, elle s’egtléé étre activen vitro a la fois sur des
clones chloroquino-sensibles et chloroquino-réststépar exemple sur W2 : £IFQ = 13
nM, CQ Cko = 149 nM). Ces effets intéressants ont égalemignobléservés sur des isolats
cliniques deP. falciparum originaires du Gaboft} du Sénégél? et de la Thailand&? In
Vvivo, elle est également active gurvinckeia une dose létale de 8,4mg/kg/j. La ferroquine est
actuellement en phase Ilb d’essais cliniques claeofsAventis.

1

NM

Chloroquine CQ Ferroquine FQ
Figure 31 : Structures chimiques de la Chloroquine et de laogeine.

b.1.Mécanisme d’action de la FQ

Certes le mécanisme d’action de la CQ n’est paerertotalement élucidé. La FQ et
la chloroquine s’accumuleraient toutes les dewsdarvacuole digestive du parasite ou elles
inhiberaient la formation de I'hémozoine. On peupleuer cette accumulation par la
protonation de I'azote quinoléique en position Hetl'azote terminal de la chaine latérale.
Cependant, la FQ s’accumule 100 fois plus que lad@gs la vacuole digestive et inhiberait
plus la formation de I'hnémozoine, ce qui pourraplejuer sa grande activité contrairement a
la chloroquine. Pour comprendre le mécanisme adadtie la FQ, le Dr. Chavain, durant sa
theése, avait réalisé la synthése de plusieursé@t@de la ferroquine :

2% Ridley, R. G. Curr. Biol. 1998, 8, R346 — 349.

2% syllivan et al. J. Biol. Chem. 1998, 273, 31103 — 31107.

207 Winstanley, P. A. Parasitol. Today. 2000, 16, 146 — 153.

208 Delhaes, L. et al. Bioorg. Med. Chem. 2000, 8, 2739 — 2745.

*® Biot, C. et al. Eur. J. Med. Chem. 2000, 35, 707 — 714.

' boma rle, O. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 1998, 42, 540 — 544.
Atteke, C. et al. J. Antimicrob. Chemother. 2003, 51, 1021 — 1024.
Pradines, B. et al. J. Antimicrob. Chemother., 2002, 7, 265 — 270.
Barends, M., et al. Malar. J. 2007, 6 : 81.
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HN N HNB\N/
| L,
=z | Fe = | Fe
X, @ X @
cl N cl N
Ferroquine FQ R"=Me, Et, Pr, iPr, But, iBut

R?=H, Me, Et, Pr, iPr, But, iBut

Figure 32: Modification de la Ferroquine sur I'azdteterminal.

Dans un premier temps, elle a modifié I'amine teafe par la synthese d’amines
secondaires et tertiaires de la FQ par l'ajout gesupements alkyles (Figure 32). Ces
composés ont sensiblement la méme activité qu&ladbnc plus actifs que la CQ, que ce
soit sur des clones chloroquino-résistants ou ohlano-sensibles. Elle s’est également
intéressée a I'étude de leurs propriétés physiaaeli (log D). De ce fait, il en ressort que :
(i) la 1égere modification sur 'amine basique terate de la FQ n’affecte pas son activité si
les substituants ne sont pas trop voluminétfXi) quel que soit le choix des substituants sur
la position amine terminale de la FQ, la molécussg@de un caractére hydrophile (-0s80
log D < 1.44) a pH vacuolaire et lipophile (3.84log D < 4.73) a pH cytosolique comme
pour la FQ. Ainsi, il semble que ce profil de lipdge est fondamental pour I'activité
antipaludiquein vitro des molécules de 10 nM. Lors de leurs récentesudéctes sur le
mécanisme de formation de I'hémozoine, Edaret Sullivarf*®?'’ suggérent que ce
phénomeéne se produit a l'interface eaullipide qiliguent en partie la plus forte activité
antipaludique de la FQ et de ses dérives par rapplar CQ. En effet, puisque la FQ est plus
lipophile que la CQ, elle se localiserait préférdigment a cette interface eau/lipide ou est
supposee se former ’hémozoine et par conséqueraif plus a méme d’inhiber la formation
de cette derniere.

HN l‘\l/
o0&
Cl \N Cl

Ferroquine FQ

R = Me, Et, Pr, But, iBut

Figure 33 : Analogues de la FQ modifiée en position 11.

Une seconde étude visait la modification de I'azteosition 4 du cycle quinoléique
en greffant également des groupements alkyles (&ig8). Le but ici était de comprendre
I'influence des valeurs de pKa dans le mecanisraetidn de la FQ. Avec un substituant en
cette position, le transfert de proton de la positi a la 13" n’est plus possible sur la forme
neutre (Schéma 6). Aprés avoir testé également@aposes, ils se sont avérés étre moins
actifs que la CQ sur des clones chloroquino-seesjbimais plus actifs sur des clones
chloroquino-résistants. Par contre, par rappoa BQ elle-méme, ces composés ont perdu en

2% Biot et al. J. Med. Chem. 2006, 49, 4707 — 4714.

Egan, T. J. J. Inorg. Biochem. 2008, 102, 1288 — 1299.
Pisciotta, J. M. et al. Biochem. J. 2007, 402, 197 — 204.
Pisciotta, J. M. ; Sullivan, D. Parasitol. Inter. 2008, 57, 89 — 96.
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activité antiplasmodiale. Cette étude a permisatelcire que l'introduction d’'un groupement
alkyle en position 11 de la FQ n’est pas favorabllactivité antipaludique.

Tout comme pour les premiéres molécules modifidetude des propriétés
physicochimiques a été réealisée. Il en ressort Iogoduction d’'une chaine alkyle en
position 11 rend la molécule plus lipophile a pHuwalaire. Plus le substituant en cette
position est encombrant, plus la molécule devigmiphile. La décroissance de l'activité
antipaludique de cette série de dérivés de la F&xpkguerait par 'augmentation de la
lipophilie au pH vacuolaire. Ainsi, ces moléculssraient peut-étre trop lipophiles, et donc,
ne se localiseraient plus a l'interface eau/liptieesteraient piégées dans la membrane ce qui
les empécherait d’inhiber la formation de 'hémamoi

Schéma 6 Formes tautomeres du groupement quinoléine desoadnguinoléines (A) et
structures de résonnance entre le quinoliniumeetmonium des dérivés quinoléiques (B).

Au terme de leurs travaux, Biot et coll. ont pu o@trer que la lipophilie de la
molécule ainsi que la liaison hydrogene intramdkticel de la FQ sont essentielles a la bonne
activité antipaludique de la molécule. La liaisopdtogene donne a la molécule une
conformation coudée qui, non seulement permetragroupement hydrophobe ferrocénique
de se placer au niveau des lipides de la membracolaire 1a ou est supposée cristalliser
’lhémozoine, mais également rendrait accessibtgdie quinoléine pour son interaction avec
la porphyrine (Figure 34).

W, =&
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%, A
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N\ HC  CHy :
o, "N/ ., E
H H—3 %, Fe
Fe 7 HaC.
\, /,
2,
H L VAl %
~ \ 2,
o L] ne 4
P ~ \_Hs H
H N —_— \N

CI @
—
N

W

o
}

Meilleure conformation adoptée Meilleure conformation adoptée

dans les solvants polaires (eau acidifiée) dans le milieu hydrophobe (membrane)

Figure 34 : Proposition d’interactions de la FQ avec les lipide la membrane vacuolaire et
la porphyrine?’®

% Biot, C., et al. J. Organomet. Chem. 2009, 694, 845 — 854.
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En 2005, aprés avoir fait des études comparatiesspdopriétés physicochimiques
entre la FQ et la CQ, Biot et coll. proposent ddations structure-activité de la FQ qui sont
reprises sur la Figure 3%°

En somme, tout comme la CQ, la FQ forme un compéasee I'hématine en solution
(log K= 4.95 £ 0.05). La FQ est le meilleur inhéait de la formation de If-hématine
contrairement a la CQ (6l= 0.78 contre 1.9 pour CQ). La FQ est plus lipshue la CQ
guand elle est protonée dans la vacuole digestiveadasite pH = 5.2 (log D = -0.77 contre -
1.2 pour CQ), la différence est significative a pH.4 dans le cytosol (log D = 2.95 et 0.85
respectivement) ou la FQ est plus hydrophile queQa Aussi, les valeurs de pKa sont faibles
(pKa, = 8.19 et pKa= 6.99) par rapport a celles de la CQ (10.03 #t fespectivement). La
structure cristalline de la FQ met en évidencerésg@nce d’'une importante liaison hydrogene
interne entre le groupe 4-amino et l'azote termi@dci, en plus de la propriété donneur
d’électron du groupement ferrocénique, expliquelaibaisse des valeurs de pKa. D'une
maniére intéressante, la baisse d’accumulation ldavecuole digestive du parasite provenant
de la faible basicité de ce composé, expligueritfdrte inhibition de lag-hématine.
L’augmentation de la lipophilie, les différences steuctures géométriques et électroniques,
les changements de distance N-N dans la ferrogquimparés a la chloroquine, expliqueraient
probablement son activité antipaludique sur deagit@s chloroquino-résistants.

Ferrocéne hydrophobe:
cible l'interface eaullipide de cristallisation
de I'hémozoine et aide a I'accumulation
dans la vacuole digestive

Groupement ferrocénique:
permet de pallier la résistance
par le maintien de la FQ
dans la vacuole digestive (pfCRT)

Groupement électroattracteur:
nécessaire pour une bonne
distribution de charge
et I'inhibition de la formation de
I'hémozoine

Cycle amino-4-quinoléine:
nécessaire pour des intéractions Bases Faibles: aident a I'accumulation
de type n-n stating avec I'hnématine dans la vacuole digestive.

Figure 35: Relations Structure-Activité proposée pour £d).

1% Bjot, C., et al. Mol. Pharm. 2005, 3, 185 — 193.
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11.4.3. Conception et synthese des nouveaux composés métallocéniques

Dans la continuité du progrés de la chimie biooogaétallique, nous nous sommes
orientés vers la synthese d’autres composés metaiues, ayant en commun un motif
ferrocénique, en nous basant sur la pharmacomantulates molécules biologiguement
actives.

Ainsi, les dérivés d’hydroxynaphtoquinones ferraqées (Figure 36) dans le
traitement du paludisme et de la toxoplasmose &p.cH), les hydrazones quinoléiques et
acridiniques ferrocéniques (Figure 36, 8 chap.dii)paludisme et tuberculose furent étudiés.

o} R1 Fc

~

Rz

O‘ OHE\/© m a
S

Dérivés Aminohydroxynaphtoquinones Ferrocéniques (AHNFcs
Y ynaphiod q ( ) Hadrazones Quinoléines et Acridiniques Ferrocéniques (HQFcs et HFcAs)

Figure 36 : Schéma général des AHNFcs, des HQFcs et des HFCAs.

Suite aux premiers résultats obtenus, notammenthgdsazones quinoléines, nous
avons continué notre étude par la synthese desifbguainoléines ferrocéniques (Figure 37,
§ chap V). Les activités antiplasmodiale et cytajoe de ces dernieres furent étudiées.

Les composés antipaludiques ne se limitant pasuame@nt aux quinoléines, nous
nous sommes enfin intéressés a la famille des lkazEpines (Figure 37). Par une technique
microonde, nous avons réussi a optimiser leursheges afin d’étudier leurs activités §ur
falciparum(8 chap V).

nH

m m X - -

i~ Z

Cl N cl N O Y
Benzodiazépines Ferrocéniques (BZDFcs)

Figure 37 : Schéma général des AQFcs et BZDFcs.
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4-aminoquinoléines Ferrocéniques (AQFcs)
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I. INTRODUCTION : Développement des 2-hydroxynaphtoquinones

Les composés avec des sous-structures de quindnelesnactivités biologiques
différentes. L'activité antiplasmodiale des naphbingnes tels que I'hydrolapachol (HL,
Figure 38) est connue depuis les années 149 groupe de recherche de Fieser avait préparé
plus de 300 dérivés naphtoquinones en tant quecuoiek thérapeutiqgues potentielles du
paludismel Ces premiéres études avaient abouti & un compmaéé lapinone (Ln, Figure
38). Des infections R. vivaxpouvaient étre traitées par le lapinone chez ddemnis, mais ce
dernier devait étre administré a de fortes dasBans le méme temps, la disponibilité de la
chloroquine (CQ), bon marché et efficace, a étérggine du manque d'intérét de cette classe
de composés. L'émergence et I'expansion de latadgis a la CQ a permis un regain d'intérét
pour les hydroxynaphtoquinones dans les années Lag@iénoctone (Mn, Figure 38) montre
déja les deux dispositifs structuraux essentielsr pactivité antiplasmodiale, a savoir le
squelette 2-hydroxynaphtoquinone et le résidu dyetgle en bout de chaine.

0 ¢) 0
OH OH OH
o] 0 0

Hydrolapachol, HL Lapinone, Ln Menoctone, Mn

Parvaquone, Pn BW58C80 Atovaquone (566C80), Atn

Figure 38 : Dérivés naphtoquinones possédant une activitéaasgaire.

La Ménoctone subit une vaste biotransformationsiites effets thérapeutiques sont
obtenus uniquement avec des doses tres élevéesiz@guent, I'utilisation de la ménoctone
n'a plus été poursuivie comme médicament antipgiiediDe facon intéressante, I'activité de
la ménoctone observée contre des infectiong paileria parvachez le bétail a conduit a une
variation structurelle tres étendue, aboutissansiaa la parvaquoneP(, Figure 38). Un
composé thérapeutique fortement efficace dan®tiith parTheileria parva® Par la suite,
le résidu cyclohexyle de la parvaquone a été laegenexploré, menant au compose
BW58C80 (Figure 38), qui posséde un large specaetivité antiprotozoairé.Cependant,
chez 'lhomme, le résidu tert-butyle est rapidemeydroxylé en son métabolite 1000 fois
moins actif. Le développement de ce composé a décinterrompu. La variation du
substituant en position 4 du cyclohexyle a permébaltir au composé métaboliquement

! Porter, T. H. and Folkers, K. Angew. Chem. 1974, 86, 635 — 645.

2 Vaidya, A. B. (Ed.: P. J. Rosenthal), Humana, Totowa. 2001, 203 — 218.
3 Boehm, P. et al. J. Med. Chem. 1981, 24, 295 — 299.

4 Hudson, A. T. et al. Parasitology 1985, 90, 45 — 55.
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stable 566C80 Atn, Figure 38), présentant une excellente activitdipaludique
Ce composé 566C80, actuellement appelé atovaqeshesommercialisé sous le nom de
Mepron.

L’Atovaquone est un agent anti-protozoaire qui @@ a une nouvelle classe
thérapeutique, douée d'un nouveau mécanisme dacttpmme décrit précédemment
(Chapitre |, paragraph@.2.3, cette hydroxynaphtoquinone est un homologuectitral de
'ubiquinone (ou coenzyme Q), une molécule mitoaraie impliquée dans le transfert des
électrons de la chaine respiratoire. La conséquéad&ction de I'atovaquone entraine une
diminution de la synthese d'ATP par la mitochondf®tte molécule inhibe également
l'activité de la dihydroorotate deshydrogénasemptaiale (DHOD) impliquée dans la voie de
biosynthése des pyrimidines et donc de I'ADN. LV&tquone agit spécifiquement sur les
parasiteg lorsque des concentrations de I'ordrandtromolaire ou du nanomolaire sont
utilisées®

II. L’ATOVAQUONEET LA TOXOPLASMOSE

La toxoplasmose est une maladie parasitaire dagent pathogene est le protozoaire
Toxoplasma gondiiLe parasite contamine tous les animaux a sangdghacompris I'étre
humain, mais a pour seuls hétes définitifs leslédi

Ce parasite, largement répandu dans le monde,tafieatre 15 et 85% de la
population mondiale. En France, ou il est fréquenyiron 50% de la population adulte est
infectée et on estime que 200 000 a 300 000 nasveifections surviennent chaque année
dont 2700 cas chez les femmes enceintes. Il eshéesfue 600 enfants naissent avec une
toxoplasmose congénitale chaque année, dont 1#mtades séquelles. La gravité de la
toxoplasmose est également liée au risque difféeé réactivation d’une infection
antérieurement acquise, sous leffet d’'une immupoession. Le nombre de cas de
toxoplasmoses cérébrales survenant chez les matiaféctés par le VIH est encore
actuellement proche de 200 par an. L’infection cHeg adultes est généralement
asymptomatique, sauf chez les sujets immunodéprifWéd, greffésf pour lesquels la
toxoplasmose constitue une maladie opportunisteeum&j En dépit de I'avénement de la
trithérapie anti-VIH, la toxoplasmose cérébrale dare une complication importante et un
probleme de santé majeur surtout chez les sidé@mnpal/s en voie de développement.

La toxoplasmose peut étre transmise par la méom dostus. Une enquéte menée en
France en 2003 par le Réseau National de SantégReldvaluait la séroprévalence a 44%
parmi les femmes enceintéd.e risque de transmission et la gravité des a#sifioetales
évoluent de maniere inverse au cours de la grassksgisque est inférieur a 2% avant deux
mois de grossesse mais dans ce cas l'atteinteefcesdl grave. Il atteint 70% en fin de
grossesse et le foetus est généralement asymptomalig parasite se distingue sous trois
formes infestantes : tachyzoites (forme de mudtgtion rapide dans les phases aigués de

> Hudson, A. T. et al. Drugs Exp. Clin. Res. 1991, 17, 427 — 435.

6 Hudson, A. T. Parasitol. Today, 1993, 9, 66 — 68.

7 Luft, B. J. ; Remington, J. S. J. Infect. Dis. 1988, 157, 1 — 6.

8 Berger, F. ; Goulet, V. ; Le Strat, Y. ; de Valk, H. ; Désenclos, J. C. : La toxoplasmose en France chez la femme
enceinte en 2003: séroprévalence et facteur associés. Institut de veille sanitaire 2007, 1 —42.
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I'infection), bradyzoites (au sein de kystes ladeti@ns les tissus) et sporozoites au sein des
oocystes (les oocystes sont le résultat de la deptmn sexuée du parasite dans l'intestin du
chat)?

II.1. Lecycle de reproduction

T. gondii a cette particularité¢ d’infecter plusieurs hét&on hote définitif est
principalement le chat, mais les autres félidés aossi concernés. Les hotes intermédiaires
sont tous les homéothermes (mammiferes comme aisediaut commeP. falciparum le
développement d€. gondij nécessite deux phases : une phase asexuéemiasgsexuee.

Héte définitif -
Chat et autres félidés

| Oocystes

/| non sporulés
Eau,
fee
.. vegetaux
Tachyzoites » -
placenta b
™ Oocystes | .
eau_y sol, 2-3 jours: oocystes
légumes )/ sporulés

Infection foetale /

Figure 39 :cycle de vie dg. gondii®

a. Le cycle asexué

Le cycle sexué a lieu chez tous les hétes interairédi C’est par voie orale que se
transmet l'infection. En effet, le parasite estbaed ingéré sous forme d’oocystes provenant
des aliments souillés ou de kystes contenus dansid@des infectés non/mal cuite. Dans
l'estomac et le duodénum, les formes infestantpsr{zoites ou bradyzoites) vont étre
libérées aprés digestion de la paroi du parasée ¢cystes ou des kystes). Ces sporozoites
ou bradyzoites vont immédiatement se transformetaehyzoites, qui vont se disséminer
dans I'organisme par voie sanguine et lymphatiguiénfecter tout type de cellules. C’est ce
disséminement qui est a l'origine de la phase adpuéa maladie. Durant la phase aigué, la
vacuole parasitophore (VP) va se former. A l'irgérides cellules, le parasite va se multiplier
a nouveau par endodyogénie (processus au courldigtérieur d’'une cellule mere va se
subdiviser en deux cellules fille¥)En effet, la cellule mére va augmenter de volumer p
laisser le parasite se diviser (A). La divisiorpseduit autour du noyau ou I'appareil de golgi,
les micronemes, les rhopries, les conoides se \egbdt (B). Le noyau et le réticulum
endoplasmique (RE) vont ensuite s’étendre verédbafaudages des deux cellules filles, puis
la mitochondrie va se diviser en dernier (C). Aitadu processus d’endodyogénie, les deux

o Dubey, J. P.; Beattie, C. P. Toxoplasmosis of animals and man. Boca Raton : CRC Press, Florida, 1988, 220.
1% Agop-Nersesian, C. et al. PLoS Pathog. 2010, 6: €1001029.
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cellules filles restent attachées a la cellule mére par un céspduel de division contenant |
restes de la mitochondrie, du RE, des micronemeate®trhopries de la cellule mere (
La cellule mere va ensuite étre lysée et libérer mouvelle forme de taczoites. En cas de
premiere contamination d’'une femme enceinte, céitene va étre également capa
d’infecter le fcetus.

Micronémes

Rhopries *

Appareil de golgi

Réticulum endoplasmique

Figure 40 : Processus de division des tachyzoites par endodig*®

b. Le cycle sexué

L’hote définitif (le chat ou les félidés) va s’imfier en ingérant des oocystes mati
contenus dans la terre, les végétaux ou I'eau ddwecehat s’infecte également en dévoi
des petits rongeurs ou des oiseaux contenal kystes (on parle de carnivorisme). Enst
les formes infestantes (sporozoites ou bradyzoitest évoluer en tachyzoites, et
différencier en mérozoites dans une partie deckitih gréle (I'épithélium de l'iléon) ou ells
vont se reproduire par sebgonie (multiplication asexuée). Cette schizogm® termine pe
une libération de plusieurs mérozoites qui vondi§&rencier en gamontes (]-gametes :
microgamétes males mobiles et macrogaméte fenir#e)f A I'aide de leurs flagelles, I
microgametes vont aller féconder les macrogamétes mattrefonner naissance a (
oocystes immatures. Ces oocystes, contenus daesdesments du chat, vont étre élimil
dans la nature et contaminer d’autres mili

II.2. Le traitement de la toxoplasmose

La toxoplasmose est généralement asymptomatiqueendant, en cas de grosse:
les parasites peuvent traverser le placenta, piumégable en fin de grossesse, et |
provoquer chez le foetus une toxoplasmose laterseeptible de se révéler plusieimois
apres la naissance par des atteintes oculairesdattmite). C’est la raison pour laquelle
femmes enceintes séronégatives font l'objet deloggeorégulierement. Chez les mala
atteints de sida, les parasites peuvent entratndorimationd'abcés cérébraux a l'origi
de troubles neurologiques séveres (paralysiegpgd etc.), voire entrainant une encéph
mortelle.
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Le traitement de la toxoplasmose repose sur |'adtration d'antibiotiques ou d'autres
molécules a action antiparasitaire. Chez les sujginiunodéprimés, les associations
sulfadiazine - pyriméthamine (Malocide®, Figure 4df) pyriméthamine — sulfadoxine
(Fansidar®, Figure 41) sont efficaces. Chez la fenemceinte, la spiramycine est administrée
seule sous le nom commercial de Rovamycine® (Figaye!

HZN‘©785N24<\: } c—@—gi:)fwz

Sulfadiazine Pyriméthamine

Malocide
HoN
——N H,CO OCH,;
cl \ />—NH2 HW—@—S{)Z S—
N HN \ /N
Et NJ
Pyriméthamine Sulfadoxine

Fansidar

Figure 41: Structures chimiques de la sulfadiazine, sukkaumet pyriméthamine dans les
associations Malocide ® et Fansidar ®.
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Figure 42 Structure chimique de la spiramycine (Rovamicge

Pour des patients allergiques aux sulfamides,&jaone apparait comme étant le
médicament de choi¥. En effet, I'atovaquone est actif conffegondiien inhibant la chaine
mitochondriale de transport des électrons par ctitigréavec 'ubiquinoné> **

L’effet inhibiteurin vitro etin vivo de I'atovaquone suf. gondiiest bien démontré a
de trés faibles concentratiotts'® De plus, I'atovaquone est actif sur les kystesutisres:’

1 Petersen, E.; Schmidt, D. R. Expert Rev. Anti. Infect. Ther. 2003, 1, 175 — 182.

12 Meneceur, P. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 2008, 52, 1269 — 1277.

B McFadden, D. C. et al. Mol. Biochem. Parasitol. 2000, 108, 1 —12.

 Tomavo, S. Boothroyd, J. C. Int. J. Parasitol. 1995, 25, 1293 — 1299.

1 Araujo, F. G.; Huskinson, J.; Remington, J. S. Antimicrob. Agents Chemother. 1991, 35, 293 — 299.
16 Romand, S.; Pudney, M.; Derouin, F. Antimicrob. Agents Chemother. 1993, 37, 2371 — 2378.
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IIl. LES HYDROXYNAPHTOQUINONES DE SYNTHESE

Les hydroxynaphthoquinones sont des inhibiteurs patitifs du complexe
cytochromebcl, qui se lient au site d'oxydation de l'ubiquiresitre le cytochrome b et la
protéine soufre-fer et I'atovaquone en est le @uosf. Cependant, des microorganismes
pathogenes ont développé des résistances a cerderni

Afin de pouvoir synthétiser de nouvelles moléculesétait important de comprendre
la base moléculaire de ces résistances. C’est ctes optique que Kessl et al. ont mis en
place des algorithmes permettant de détermineficlefté relative des inhibiteurs
hydroxynaphtoquinone sur le complexe cytochrdutie®

Ainsi, des modeéles expérimentaux mimant les congdéxl ont été développés
vitro (dans la levure) en vivo (bovin) afin d’étudier l'interaction de l'atovaqueoavec les
complexesbcl. Ces modeéles ont permis un screening des dé2nggloxynaphtoquinones
sur lesquels étaient greffés sur le carbone 3 dgawndydroxyquinone, des chaines alkyles
non cycliques, cycliques et aromatiques. L’étude ldghibition enzymatique de ces
naphtoquinones sur les deux modeles ont permiéléetgon du composé ayant pour alkyle,
une chaine linéaire a 8 atomes de carboneg £CI00 nM, Figure 43). Les meilleures valeurs
Clso obtenues avec I'enzyme de levure sont celles dineh latérales C8/C9 tandis que les
chaines latérales C9/C10 étaient les plus efficaoede complexécl du bovin. Pour les
deux especes, une légére diminution de fixatiorokservée lorsque la chaine devenait plus
longue que 10 C (Figure 43).

Légende :

ICsg (M)

* En gris, I'activité des hydroxynaphtoquinones
sur 'enzyme de la levure

* En noir, I'activité des hydroxynaphtoquinones
sur 'enzyme de bovin.

€10 gy
Chain length

Figure 43 : Les effets de la longueur de la chaine des 2-hyupdytoquinones sur
I'inhibition des complexebcl du bovin et de la levure.

Aprés s’étre fixé sur la longueur de la chaine,did synthétisé une autre série
d’hydroxynaphtoquinones avec des ramificationslguwhaine C8 alkyle. Les molécules qui
en résultent ont également été testées sur ces cmuplexesbcl en comparaison de
I’hydroxynaphtoquinone C8. La meilleure inhibitianété observée pour le comp&E576
un isomére ou C8 est méthylé en position 2 (Figdie Effectivement, le fait d’avoir mis un

Y7 Araujo, F. G. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 1992, 36, 326 — 330.
¥ Kessl, J. J. et al. Biochim. et Biophys. Acta. 2007, 1767, 319 — 326.
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méthyle en cette position 2 a fait baisser lgg@e 80 nM a 15 nM en comparaison du C8
simple sur 'enzyme de levure.

450~

200~

IC5q (NM)

100~

CB+1(Mix)

c8+1(S)
C8+1(R)

Figure 44 : Inhibition des enzymes de la levure et du bovinlpsthydroxynaphtoquinones
C8 et C8-méthyle 1(R, S).

Ces premiers résultats furent pour eux, un pointddpart pour synthétiser de
nouveaux inhibiteurs hydroxynapthquinone du compléxcl ayant des utilisations
thérapeutiques potentielles (cf données supplénneside laref. 18).

Malgré son excellente activité antipaludique, Retquone présente des propriétés
pharmaceutiques faibles telles qu’une faible bioalisbilité et une forte attache sur la
protéine plasmatique.Afin d'essayer d'améliorer la biodisponibilitél@govaquone, El Hage
et al?® ont synthétisé deux séries de molécules dérivéBateraquone. En effet, ils ont
transformé le groupement hydroxylé de I'atovaquenesters (Figure 45) et d'éthers (Figure
45) au groupe 3-hydroxy de I'atovaquone.

La lipophilie et les propriétés physico-chimiques abs composés ont été modulées
par l'introduction : (i) de chaines de carboné#sréas ou insaturées de différentes longueurs
(R =CH-(CHy),,n=0, 4, 6, 7, 8, 16) et (ii) de groupe phénglgbstitué en para par des
atomes d'halogénes (Cl, F), comme représenté dtiglae 45. La plupart de ces composés
ont montré une activité élevée contre la croissalede. falciparumavec des G inférieures
a 10 nM. Les deérivés d’esters montraient des aétivsemblables a celles de I'atovaquone,
mais supérieures a celles de la chloroquine etadpiinine (1.5 nM contre 0.79, 125 et 180
nM).

D’aprés le choix des substituants, les composégliessactifs sont ceux dont la chaine
carbonée variait entre 1 et 8 méthylenes ou eramare un groupement phényle.

19 Srivastava, I. K.; Rottenberg, H. ; Vaidya, A. B. J. Biol. Chem. 1997, 272, 3961 — 3966.
% E| Hage, S. et al. Euro, J. Med. Chem. 2009, 44, 4778 — 4782.
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Atovaquone

l l OCOR

R =-(CH,)n-CH; avec n = 0,4,6,7,8,16
-CgHs, -CgHapF, -CoH4pCl, -CH=CH-CgH5

Figure 45 : Analogues d’esters et d'éthers de I'atovaqune.

Malgré cette activité antipaludique élevée, le thaméliorer la biodisponibilité n'a
pas été atteint. C’est ainsi que Hughes 2taait exploré une autre stratégie de remplacement
de I'atovaquone. lls sont partis sur la base d'otetiel inhibiteur hydroxynaphtoquinone, la
S-10576 (Figure 46) synthétisée par KeSSl.La S-10576 est en effet, une 2-
hydroxynaphtoquinone qui est structurellement sabibla I'atovaquone (Figure 46) et qui
cible aussi le complexe du cytochrotmel *® Cependant, il a ét¢ montiré vivo que les deux
carbones terminaux de la chaine latérale sont mésdfar oxydation, ce qui aurait pour
conséguence une augmentation de I'hydrosolubiétéadnolécule. La stabilité métabolique
de laS-10576fut améliorée par substitution d’'un fluor sur Erlmone terminal de la chaine
latérale et/ou en méthylant le squelette naphtamgren position 8 (Figure 48).

0
0 0 S-10576
ATV =
Cl
(C) o] 0

OH
(CHo),CH3

n=7-10 NQ4-7

Figure 46 : Nouveaux dérivés 2-hydroxynaphtoquinones de-10576

Considérant les propriétés intéressantes de I'gtaw@e, notre laboratoire s’est
intéressé a l'étude de [Iactivité antiparasitaires ddérivés organomeétalliques des
hydroxynaphtoquinones. Nous nous sommes principgiemintéressés aux amino-
hydroxynaphtoquinones ferrocéniques.

! Hughes, L. M. et al. Biochim. Biophys. Acta. 2010, 1797, 38 — 43.
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IV. SYNTHESE DES HYDROXYNAPHTOQUINONES FERROCENIQUES

IV.1. Objectif du travail

La synthése d’aminohydroxynaphtoquinones ferroaérscp déja été réalisée au sein
du laboratoire (Figure 47). L’activiié@ vitro de ces nouveaux composeés a éte évaluée sur des
souchesToxoplasma gondiet Plasmodium falciparumincluant des souches résistantes a
I’Atovaquone. Trois de ces composes (n = 6, 7 eteByont révelés tres actifs en particulier
sur les souches résistantes & I'atovaquon€. dpndii (troisiéme ligne du Tableau %.Par
contre, leur activité antipaludique s’est avéréensmdonne que l'atovaquone (quatrieme et
cinquiéme lignes du Tableau 2).

Introduction
d'une amine

v OH
ferrocénique (‘CHZ)nCH3
- — :
O N

Fe

Atovaquone

Figure 47 : Schéma général de la modification de I’Atovaquone.

Tableau 2: Activités biologiques des Aminohydroxynaphtodures suif. gondiietP.
falciparum.

Composés Activité Antitoxoplasmique Activité Antipaludique
(Clsc pM) (ClsopM)
Atovaquone 0.5+0.1 15+2 0.6+0.2 0.7+0.35
n==6 1.2 +0.37 1.4 +0.27 5+04 25+0.3
n=7 2.1+05 1.1 +0.35 25+0.3 50+0.4
n=_8 3.0+04 1.2 +0.15 6.25+ 1.5 6.0+1.25

Dans le but de nous approcher de la structure atevhquone et ainsi d’évaluer
linfluence des différents substituants R sur iN&té biologique, nous avons donc envisagé de
synthétiser d’autres analogues de [I'Atovaguone emns@rvant le noyau
aminohydroxynaphtoquinone ferrocénique et en faisarier la chaine greffée sur le
groupement amine. Les molécules cibles sont reptése sur la Figure 48.

22 Baramee, A. et al. Bioorg. Med. Chem. 2006, 14, 1294 — 1302.
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[0}

OH R
O‘ >
Fe

© \
Différents substituants R

S o

Figure 48 : Les dérivés hydroxynaphtoquinones ferrocéniques.
IV.2. Synthese des aminohydroxynaphtoquinones ferrocéniques

1vV.2.1. Analyse rétrosynthétique de la synthése des aminohydroxynaphtoquinones
ferrocéniques

L’obtention des aminohydroxynaphtoquinones ferramées nécessite la condensation
d’'une amine ferrocénique primaire ou secondaire d¥gdroxynaphtoquinone en présence
du méthanal par une réaction de Mannich (Schém&@&$. amines ferrocénigques ont été
préalablement synthétisées a partir d’amines cowiales telles que la pipérazine,
I'aminopyrrolidine etc...

(e} (e}
OH OH
R
I — + N + HCHO
N\ H R
R
(e} (e}

Schéma 7 ‘Analyse rétrosynthétique de la synthése des amdrokynaphtoquinones
ferrocéniques.

1v.2.2. Synthése des amines ferrocéniques

Trois séries difféerentes d’amines ferrocéniques été synthétisées. Elles sont
regroupées par méethode de synthese.

a. Synthese des amines ferrocéniques 2-6

La synthése de ces amines ferrocéniques se faitleelx étapes. En effet, la
condensation de I'amine sur le ferrocenecarbaldédydans le tertiobutylméthyléther en
présence de tamis moléculaire conduit a la formadiane imine. Aprées 4 heures de réaction,
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la réduction par le borohydrure de sodium de l'iefiormée permet d’accéder aux amiges
avec des rendements variant de 82 a 99 % (Schénab&au 3).

NHR
@CHO H 1) tBuMeEt, tamis moléculaire @—/

Fe + R—NH, > Fe

2) MeOH, NaBH, @

1 2-6

Schéma 8 Synthése des amines ferrocéniqes

Tableau 3 : Amines ferrocéniquez-6.

Produits R Rendement (%)
Cl
2 \/\O o6
5 \% 96
OH
6 \/\/OH 82

b. Synthese de la N-(4-phénylcyclohexyl)ferrocénylméthylamine 10 a et b

La 4-phénylcyclohexanon& constitue le produit de départ d'une amine qui
comportera a la fois un groupement phényle et aoggment cyclohexyle.

La premiere étape de la synthese de I'amine censistl’obtention de I'oximes.
Celle-ci est formée par I'action du chlorhydratéytiroxylamine sur la cétongéen présence
de soude dans I'éthanol. L’oxime est obtenue avaeendement de 99 % (Schéma 9). Elle est
ensuite réduite par I'’hydrure de lithium et d’almmim pour donner I'amin8a et 9b avec un
rendement quantitatif. Cette amine est obtenue Bofmme de deux diastéréoisomeres non
séparables par chromatographie sur colonne deegglick. La proportion 65/35 des isomeres
transetcis a été déterminée par RMN du proton.
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CINH;OH, NaOH /OH
Ph o] > ph —N
EtOH, reflux, 3H

7 8
NH,
LIAH, N,
—>
Phe/ "/ NH, + pn
THF, 90°C, 4H
9a 9b

Schéma 9 Synthese du 4-phénylcyclohexghe

Le mélange des aminegistrans 9a et 9b est ensuite condensé au
ferrocénecarbaldéhyde pour donner un mélange dsniqui est réduite en présence de
NaBH,. Le rendement est de 95 %. Cette fois-ci, le ngdates deux diastéréoisométems
etcis10aet 10b a été séparé par chromatographie sur colonneldte gdlice. La proportion
65/35 des isomerdrgnsetcis a ainsi été confirmée lors de cette étape (Schdma

NH,
Ph\%\NHQ + phw
9a 9b

1) Ferrocéne carbaldéhyde,
tBuMeEt, tamis moléculaire, 4H

2) MeOH, NaBH,

NHCH,Fc

PhNNHCHzFC + Ph

10a 10b

Schéma 10 Synthése des 4-phénylcyclohexylamines ferrocénigQaset 10b

c. Synthese des amines ferrocéniques 14, 17 et 21
1. Synthese de la pipérazine ferrocénique 14

La premiere étape de la synthése consiste en umsitation nucléophile entre le
doublet non liant de I'azote d’'une amine tertiafede l'iodure de méthyle. La réaction
s’effectue en présence d'un excés diodure de ntlijans l'acétone, a température
ambiante, sous agitation magnétique pendant 1he(®e1). L'ammonium ferrocénique est
obtenu avec un rendement de 99%.
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ICHs

Fe
Acetone, 1H @
12

@ Q
Fe N(CH3), N(CHg)s |

1

Schéma 11 Synthése du précurseur ferrocénide

L’ammonium quaternaire du compo4e@ constitue un tres bon nucléofuge dans la
série des composeés ferrocéniques et peut ainss@hsitué par la pipérazine au cours de la
seconde étape. Cette substitution est realiséeésence de carbonate de potassium a reflux
pendant une nuit. Afin déviter la formation du guit de disubstitution, un exces de
pipérazine est utilisé. Apres purification par eole chromatographique sur colonne de gel de
silice, le produit monosubstitué est obtenu avecemdement de 59% (Schéma 12).

KZCO3 : \
Fe N(CH3)3
acétonitrile, reflux @ < >

12

Schéma 12 Synthése de la pipérazine ferrocéniqlele

2. Synthese de la (R)-3-amino-1-ferrocénylméthylpyrrolidine 17

La substitution de 'ammonium ferrocéniq@@ par la (3-Boc-amino)pyrrolidiné5
conduit a la formation du composé ferrocénidife avec un rendement de 90 % apres
purification par chromatographie sur colonne dedgesilice (Schéma 13). La déprotection du
groupement Boc s’effectue en présence d’acideudrifiacétique dans le dichlorométhane
pendant 4 h. L’'amine déprotégéeest obtenue avec un rendement de 29 %. Une déigrada
du composé ferrocénique a eu lieu au cours de @stttion.

NHBoc @N
: \ @ acetonitrile
N(CHa); * >

Fe Fe

it 7000 T2 NHBoc
H

12 15 16

(CFiCOOH. : Q

CH,Clp, 4 h

Q
|

17

Schéma 13 Synthese de I&j-3-amino-1-ferrocénylméthylpyrroliding?.

3. Synthese de la (S)-3-(N-ferrocénylméthyl-N-
méthyl)aminopyrrolidine 21

Dans ce cas particulier, 'obtention de 'aminedegnique nécessite plusieurs étapes.
Premierement, une condensation entre [§-3{amino-1-boc-pyrrolidine 18 et le

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lillelij
95




Thése de Gabin Mwande-Maguene, Lille 1, 2011

CHAPITRE 11 : Syntheses et Activités Biologiques Antipaludique et
Anti-toxoplasmique d’Amino-Hydroxynaphtoquinones
Ferrocéniques

ferrocenecarbaldéhyde forme une imine qui est emséduite par le borohydrure de sodium.
L’amine ferrocéniquel9 est obtenue avec un rendement de 78 % apréscptiofi. Cette
amine est soumise a une seconde amination réduancrésence de formaldéhyde et de
borohydrure de sodium pour conduire au comp@isg&chéma 14).

NH;

HyC
\
HN \\N
1) FCHO, 3h b 1) HCHO, 1 journée b
—_———— B —
L) 2) NaBH,, 30 min L) Fo 2) NaBH,. 1 nu L) Fe
4 4, it
N N
Boc Boc @ Boc @

18 19 20

Schéma 14 Synthese du Boc-pyrrolidine ferrocénic@

La derniére étape consiste en la déprotection dupgment Boc dans des conditions
douces (Schéma 15). En effet, la déprotection do é&oprésence d’acide trifluoroacétique
dans le dichlorométhane, conduit & une dégradatipproduit. Le compos20 a été mis en
présence d’acide chlorhydrigue 5M dans l'isopropgremdant 4 h. L’'amine déprotégéa
est obtenue avec un rendement de 89 %.

H3C\ H3C\
SN \\\\N
C 2 oo C =
Fe
; T

Fe
4 h, t. amb.
Ne

20 21

Schéma 15 Synthése de |&§-3-(N-ferrocénylméthylN-méthyl)aminopyrrolidine 1.

1V.2.3. Synthése des aminohydroxynaphtoquinones ferrocéniques 22-31

Dans la derniere étape de la synthése, les angnexéniques sont condenseées avec
la 2-hydroxynaphtoquinone en présence de formaftikans de I'éthanol selon une réaction
de Mannich. Au bout de quatre heures de réactiotesipérature ambiante (Schéma 16,
Tableau 4), les hydroxynaphtoquinones ferrocénicaes obtenues avec des rendements de

68 a 99 %.
o) o)
OH 1 , _ OH _,
. RL__R?  1)EtOH,45°C, 5 min ’
N
| N,
H 2) + HCHO, 4 h, t. amb. R
o}
22-31

Schéma 16 Synthése des aminohydroxynaphtoquinones ferrocésfi+31
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Tableau 4: Aminohydroxynaphtoquinones ferrocéniqus31.

Amines Produits Rdts (%)
FC\/“\/\O\ /—Fc
al 22 N 99
H 0
FcVNV\@ 23 OO 99
IO
Fe_N i
O OH c
O 24 CO) Q@ 97
o}
N7 1
F 0 OF Fe
o~ “ 25 U o 06
(e}
H 0]
OH
Few N /—/"ph 26 N&Ph 96
O
ph i OH
Foe N/ 7 27 Ngy“ 96
[e]
Fo N OH i
c OH ko
R 28 O‘ N(/F\/OH 70
e}
sy : *" oH
Fe 29 H 74
Ay NH, O N\O//Fc
> O Fc
< L 30 Oy 68
(e}
H3C\ O
N OH
31 @wm& 70
O Fe \
N (g o
http://doc.univ-|
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Nous avons donc pu synthétiser 10 dérives aminoelydaphtoquinones
ferrocénique®2-31 L’'étape suivante a été d’étudier leur cytotoXcleur activité biologique
in-vitro sur des souches &asmodiunfalciparumet celles dd oxoplasma gondii

V.  ACTIVITES BIOLOGIQUES DES
AMINOHYDROXYNAPHTOQUINONES FERROCENIQUES

V.1. Activité antipaludique

L’activité antipaludique des dérivés amino-hydroaghtoquinones ferrocéniques
(AHNQFc) a été réaliséa vitro sur la souche de. falciparumchloroquino-résistant W2 par
'UMR MD3 Laboratoire de Parasitologie et Mycolodidicale de la faculté de Pharmacie
de Marseille (Nadine Azas, Aurélien Dumétre) et si@s isolats cliniques au Centre
International de Recherches Médicales de FraneeaillGabon.

V.1.1. Activité antipaludique des AHNQFc 22 - 31 sur W2

Les tests biologiques des composés AHNQEZS81 ont été effectués sur la souche
chloroquino-résistante W2, en un point de concéntralL’Atovaquone, qui a été isolée de la
Malarone® par I'équipe des chimistes de Marseif@&elfe Verhaeghe, LCP UMR CNRS
6264), était prise comme molécule de référence gims la chloroquine. Au bout de 72 H
d’incubation, la prolifération du parasite a été@léée par le test du SYBR gre®rie solvant
de dilution était le DMSO. Malheureusement, cedaimolécules telles que 24, 26 et27 se
sont montrées insolubles dans ce solvant ainsdgos le méthanol. Par conséquent, I'activité
antiplasmodiale a été étuduiée uniquement pountdscule22-23, 25 et28-31 (Tableau 5).

Malheureusement d’aprés le Tableau 5, les AHNQFeEsentent des activités
antiplasmodiales inférieures a celles de I'atovagusur la souche W2. En effet, elles ont
toutes des G$ > 5uM contre 0.04 uM (Tableau 5).

** Guigembe, W. et al. Nature. 2010, 465, 311 — 315.
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Tableau 5: Résultat du test de sensibilité antipaludique AldBlQFcs22, 23, 25, 28-31 sur
W2 (souche chloroquino-résistante).

Molécules Clso (UM)
Nom Structure
(0]
OH Fc
22 (LI >
(0]
OH
23 ] NCF%@ >9
(0]
(0]
OH —Fe
25 N\%\OH >5
(0]
i OH
Fc
28 O‘ N _~_-OH >5
(0]
0
OH
29 “ Fo >5
0
Lo e
30 L 7o
(0]
i OH
. COI™ >s
[¢]
Atovaguone O‘ A~ O 0.04
Chloroquine N 0.40

Cl N
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V.1.2. Activité antipaludique des AHNQFc 22-31 sur des isolats cliniques gabonais

Dans le cadre de ma thése en cotutelle avec le iGqld effectué des stages
Centre International de Recherches Médicales decEville au Gabon (CIRMF) pour réalis
les tests de sensibilité des an-hydroxynaphtoquinones ferrocéniques synthétiséesies
isolats cliniques.

a. Le paludisme au Gabon

Le Gabon est situé dans le ce-ouest de I'Afrique (Figure 49 Avec une superfici
de 267 700 ki il ne compte que 1.014 976 habitants dont 50%ntien milieu urbain ¢
50% en milieu rural. Libreville en est la capitdle par sa position géographique, sur la li
de I'équateur, le Gabon bénéficie d’'un cat tropical chaud et humide en perman: : sa
température varie constamment entre 20 et 30°Crmari

Le paludisme au Gabon est de type équatorial «: la transmission anophélienne
intense et permanente. Aussi, bien que les 4 pates especesffectant 'lhomme soier
présentes au GaboR, falciparun qui est le plus mortel est également le plus frégquent
rencontré* 2> 2°p_ knowlesi’a pas encore été rencontré chez 'honamesabo, mais, trés
récemment, il a été découvert chez le s’

TR TTE Centre Hospitalier Régional
lopital de COMILS Amissa Bongo
deMoanda () =

Franceville

Hapital de P Amitié
\ Sino-Gabonaise,

Figure 49: Localisation des cites de prélevement des édlmrgtisanguins a
Gabon/Afrique’®

Franceville, qui fait partie des principales vilkhs Gabon, est situé dans le -Est du
Gabon, dans la région du H-Ogooué. C’estiu sein de I'Unité de Parasitologie Médic
UPARAM du CIRMF, sous I'encadrement du Dr. Lekan ¢jai pu déterminer les activit
antipaludiques des AHNQR22-31a l'aide de la méthode ELISAnéthode enzymatique
sandwich qui permet d’identifier la plH présente dans les hématies pare.

24 Richard-Lenoble, D. et al. Arch. Fr. Pediatr. 1985, 42, Suppl 2, 977 —981.

> Poirriez, J. et al. Ann. Parasitol. Hum. Comp. 1991, 66, 149 — 154,

?® Richard-Lenoble, D. et al. Bull. Soc. Path. Ex. 1987, 80, 532 — 542.

%’ Ollomo, B. et al. PLOS Pathogens. 2009, 5, 1 — 5.

%8 http://encyclo.voila.fr/wiki/Fichier:Gabon location _map.svg. Consulté le 25 juillet 2011.

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-l'
100




Thése de Gabin Mwande-Maguene, Lille 1, 2011

CHAPITRE 11 : Syntheses et Activités Biologiques Antipaludique et
Anti-toxoplasmique d’Amino-Hydroxynaphtoquinones
Ferrocéniques

b. Le test d’activité antiplasmodiale

L’activité antiplasmodiale des dérivés synthétissété analysée en mesurant
linhibition de la croissance parasitaire aprés béufiure en présence de concentrations
croissantes de molécules. Le test colorimétriqueD&&I-microtest (Double-Site Enzyme
Linked LDH Immunodetection) qui utilise la lactatéshydrogénase de. falciparum
(LDHPY) a été utilis&® L’analyse de I'activité antiplasmodiale s’est effgée en 3 étapes :

» La culture des isolats cliniques,
» Le test préliminaire et
» Le test d’activité.

1. Culture des isolats cliniques infectés par P. falciparum

Les échantillons sanguins étaient récoltés a I'tbbple I'Amitié Sinogabonaise de
Franceville, au Centre Hospitalier Régional AmiB&2NGO de Franceville et a I'Hopital de
COMILOG a Moanda. Avant de prendre les échantillaes patients, ces derniers
répondaient a un questionnaire et bénéficiaienn dillegement dans la réalisation des
examens (exemple : la Numération de Formule Samgeiait faite gratuitement par le
CIRMF).

Le test DELI est une méthode immuno-enzymatiqusagniwich congue pour détecter
des antigenes plasmodiaux dans des échantillogsiisan L’antigéne détecté est une enzyme
métabolique intracellulaire spécifique, la lactaléshydrogénase plasmodiale (pLDH),
présente dans les hématies parasitées. test est utilisé avec des échantillons de rrilte
P. falciparumpour mesurer I'inhibition métabolique lors d’urstén vitro de sensibilité aux
médicamentd! La mise en culture d'isolats dk falciparumdu patient était réalisée dans des
microplaques conformément aux procédures en vigueur

L’isolat est lavé avec 2 a 3 mL du milieu de cuwtudu RPMI (Roswell Park
Memorial Institute medium) par centrifugation (1300rs/mn pendant 10 mn) pendant 3 fois.
Le choix des échantillons a tester était treststils devaient étre frais, c'est-a-dire datés de
moins de 24H,) et la parasitémie pour I'hémocultdesait étre comprise entre 0.005% et
0.5%. Lorsque la parasitémie initiale était supége elle était diluée avec des hématies
fraiches O afin d’obtenir un taux inférieur a 0.5%.

L’hémoculture est réalisée dans 200 pL de suspengiarasitaire a un taux
d’hématocrite de 1,5% avec une gamme de concentgatppropriées des molécules. Deux
puits supplémentaires sont réservés comme corgadigif. Un puits sans médicament (avec
uniquement du RPMI) et un autre avec du DMSO sdastégalement au contact de l'isolat.
La plaque est ensuite incubée & 37°C avec 5% gep€@lant 42-468 La culture est enfin
interrompue en congelant la plaque a -20 °C duaamoins 3H.

2 Brasseur, P.; Agnamey, P.; Moreno, A.; Druilhe, P. Med. Trop. 2001, 61, 545 — 547.
*® Druilhe, P. et al. Am. J. Trop. Med. Hyg. 2001, 64, 233 — 241.

3! Tritten, L. et al. Malar. J. 2009, 8, 226.

32 Lekana-Douki, J. B. et al. Blood. 2002, 100, 1478 — 1483.
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La plaque est décongelée a température ambiante @& C) pendant 30 a 40 mn
avant de procéder au test d’activite.

L’analyse de l'activité se fait en 2 étapes : utapé de test préliminaire permettant de
déterminer le volume nécessaire pour doser lasante parasitaire suivie d'une étape de
dosage de celle-ci.

2. Test Préliminaire

Le test préliminaire préceéde le test d'activitéedt réalisé dans le but d'évaluer la
réussite du test in vitro de sensibilité aux médieats et apprécier le volume d’échantillon a
utiliser pour I'ensemble de la microculture. Lettpséliminaire dépend de la parasitémie
initiale car le volume du lysat a prélever est tamtde cette derniere (Tableau 6).

Tableau 6 :Volume de lysat a prélever en fonction de la p&&ase initiale.

Plage de parasitémie (%) Volume de lysat ([LoLu)r le test préliminaire
0.005 - 0.010 50 — 140
0.01 - 0.05 25 - 50 - 100
0.05-0.2 10 — 20 - 50
0.2-0.5 2-5-15

> Procédure du test Préliminaire

Selon la parasitémie initiale, le test préliminaivécessitait 8 puits par isolat (y
compris 2 puits pour les contréles positif et népat

Un plan de plaque est également préparé. Ainsir pbaque plage de parasitémie
initiale (premiére colonne du Tableau 6), les vadgntorrespondants de lysat (seconde
colonne du Tableau 6) testés sont prélevés dang pdeiits de culture: un puits sans
médicament (puits de contrdle) et un puits conterlan concentration maximale du
médicament (puits d’inhibition).

» Reéalisation du test préliminaire
Nous pouvons résumer en 5 étapes la réalisatitestiiELISA (Figure 50).

L’anticorps monoclonal Mab17E4 spécifique de la pLBe Plasmodium falciparum
préalablement fixé dans les puits d’'une microplapoar ELISA (1), va capter la pLDH
libérée au cours de la culture du parasite (2)ddion d’'un second anticorps monoclonal
Mab 19G7 biotinylé va assurer sa fixation sur ucosd site de la pLDH (3). L’addition
d'une streptavidine marquée a la peroxydase (dneed’évaluer I'activité enzymatique
par addition de son substrat (3,3',5,5-tetraméibgkidine) en présence de peroxyde
d’hydrogene (5). La réaction enzymatique est eashibquée par I'acide phosphorique et
l'intensité de la coloration jaune développée eglee en DO (densité optique) au
spectrophotometre a 450 nm. La DO obtenue est tdiremt proportionnelle a la
concentration de la pLDH contenue dans I'échamtillo
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Figure 50 : Test de sensibilité Elisa-sandwich.

» Interprétation des résultats et validation du pedtiminare
Le test préliminaire est validé lorsc :

- La densité optique du contrdle positif, DOpos, |gtérieure a 0.500 et celle
contrdle négatif, DOneg, comprise entre 0.05 2@

- La densité optigue moyenne du puits de contrdle saédicament (DOmax) it
étre comprise entre 0.5 et 2.5 et doit étre au snbin fois supérieure a la valeur
la densité optique minimale du puits d'inhibitiomntenant la concentratic
maximale du médicament (DOmi

DOpos > 0.500 et 0.050 < DOneg < 0.

0.5 < DOmax < .5 et DOmax/DOmirr 1.7

Si 'une de ces caractéristiques n’'est pas respetdé résultats sont invalides el
série de tests doit étre réitél Par contre si le test préliminaire est bon, nousvpos ains
poursuivre en réalisant le test de senité proprement dit. Le volume d’échantillon que &
prélevions était souvent celui dont la DOmax étaihprise entre 1.2 et 2.5 afin d’obtenir
résultats situés sur la partie linéaire de la ceuwbrrespondant a la réactiorntigene-
Anticorps (Ag-Ac).

3. Test de sensibilité aux antipaludiques

Aprés avoir réalisé, analysé les résultats et gdidtest préliminaire, nous pouvc
ainsi poursuivre avec le test de sensibilité dedéoutes synthétisées. La procédure
réalisation du test d’activité estentique a celle du test préliminaire. Par conteydlume
d’hémoculture prélevé est bien déterminé graceeaupréliminaire et le test est réalisé
'ensemble des concentrations des molécules miseziléure y compris la chloroquine ¢
sert de médament de référence afin de savoir si I'isolat@&Ss-résistant ou C-sensible.

c. Résultat du test de sensibilité des AHNQ 22 - 31.

Au Gabon, nous avons pu mettre en culture et teste¥O molécules AHNQF22-31
sur trois isolats différentsles isolat 6675 et 6790 sont chloroquimésistants et 7075 €
chloroquinosensible. Pour un méme isolat, le test était @adis duplicate ou en triplicat
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Le Tableau 7 fait état des valeurs degy©btenues pour chaque AHNQFc lors du test de
sensibilité sur ces isolats.

Tableau 7 :Sensibilitéin vitro des 3 isolats infectés par falciparumaux dérivés HNQF22
— 31(Clsp en uM).

Molécules
Isolat 6775 Isolat 6790 Isolat 7075
Nom Structure
JW“(V
CQ Q@ 0.222 0.127 0.056
22 CQﬁQCD 19.4 5.8 0.37
23 C ‘ﬁD 15.52 3.8 0.76
24 fm© 2.04 3.6 0.203
25 COOCE 19.77 3.7 1.9
26 CUCNE o 1.42 3.4 0.705
27 OO 2.34 7.8 15
28 CO o 6.06 19.7 2.01
29 n e 10
(0] )Fc
OH
30 Ly 2.4
(0]
i O
y
31 N ,,,,, NFe 1.3
(o]
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d. Interprétation des résultats

Parmi les trois isolats, les isolé6775et 6790 sont chloroquinaé€sistants (la (5o de
la chloroquine est supérieure a 100 Tableau 7) et l'isolaf075est chloroguno-sensible
(la Clsp de la chloroquine est inférieure a 100 Tableau 7).

Tout d’abord, on notera ici que les moléct29, 30 et 31 n'ont pas été testées sur
isolats6775et7075.Cela est d a la petite quantité de volunsanguin prélevé au départ.
effet, les infirmiers étaient confrontés a un peohé de prélevement lorsque les pati
étaient des enfants (adgés de moins de 5 ans)., Aengblume préleveé lors de la prise de s¢
était limité, voire insuffisant pouester toutes les molécules sur un méme i

Dans I'ensemble des résultats, les AHNQFcs que awvoiss testés ont toutes desg
de I'ordre du pM et sont toutes moins actives guéQ®

En comparant l'activitin-vitro des AHNQFcs entre elles sur cue isolat, on note
que :

» Pour lisolat tres chloroquir-résistant6775 (Clso de la CQ = 0.222 pM), le
composeR6, 24 et 27 s’averent les plus actifs (respectivement ils ag G5
de 1.42, 2.04 et 2.34 pN

» Pour l'isolat679(, les molécule®2 a27 onttoutes une activité du méme ort
de grandeur (3 < (50 < 8). Les composés les plus actifs sont AHN(31 et
AHNQFc30(Clsp = 1.3 uM et 2.4 uM).

» Sur lisolat chloroquin-sensible7075 (Clsp CQ = 0.056 uM), les AHNQFc
24 et 22 sont les plus actives avdes Ci, de I'ordre du nM respectiveme
203 nM et 370 nh

Aussi, pour certaines molécules telles que les ARbBI22, 23 et 25, on constate que
la diminution de leur activité antipaludique esbopwrtionnelle a I'augmentation de
chloroquino-résistance Figure 51). En effet, pour le compos@2 par exemple, sa
concetration inhibitrice est de 0.. uM sur I'isolat7075, chloroquinosensible. Sur lisole
6790moyennement chloroqui-résistant, son activité antipaludique diminuen facteur 10
(Clsp = 5.8 uM). Et enfin, sur l'isolat tres chloroqu-résistan6775,il affiche une Cso de 20
UM. Pour ces trois molécules, nous pouvons conclureleureactivité varie dans le mér
sens que celle de la chloroqui

Moins actifs

s

/ ——2
ho =23
1// ®

0 — ‘

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 |

Activité antipaludique

Plus actif

Augmentation de la Chloroquino-résistance

Figure 51 : L’activité antipaludiqu des HNQF@2, 23 et25 en fonction de lichloroquino-
résistance.
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Les molécule®4, 26, 27 et 28, bien que n'ayant pas la méme activité antipalug
entre elles affichent sensiblement un méme proFigure 52). @ constate d’abord ur
diminution de [lactivité antipaludique entre [listl 6775 et Ilisolat 679Q puis une
augmentation de l'activité antipaludique lorsqueolat devient dmoinsenmoins sensible a
la chloroquine (Figure 52).

Par exemple avec le comp28, pour un isolat sensible a la CQ, il affiche urso de
2 WM. Lorsgu’il est testé sur un isolat moins sklesion constate une diminution de
activité (Cko= 19 uM). En outre, sur lisolatas du tout sensible a la chloroquine, on not
gain d’activité (avec une glde 6 M contrairement a 19 uM au dépdfiy(re52).

Il est aussi important de noter que sur les isalhtsroquine-résistants, les compos
24 et26 ont une activité antipaludique sensiblement stéFigure 52).

25

20

Moins actifs

24

15
==26

10
27
5

e —= F

0 0,05 01 0,15 02 0,25

Activité antipaludique

Plus actif

Augmentation de la Chloroquino-résistance

Figure 52 : Activité antipaludique des AHNQF24, 26, 27 et28 en fonction de [
chloroquino-résistance.

V.1.3. Activité anti-toxoplasmique

Le test d’activité anttoxoplasmique a également été réalisé par Aur@&iemetre at
Laboratoire de Parasitologie et Mycologie Médicdie Marseille Ainsi, les effets de
hydroxynaphtoquinones ferrocéniques étaient évalsés la croissancein vitro des
tachyzoites deToxoplasma gonc de la souche PRPB-Gal exprimant laB-galactosidase
d'Escthrichia coliselon une méthode colorimétrique adaptée de celldld~adden et a
(21997):

Le résultat du test des AHNQF22, 23, 25 et28-31 sur la souche PF-p-Gal reporté
dans le Tableau,&ious montre qu’aucune de ces dernieres n’a digctnt-toxoplasmique.
En effet, en comparaison avec 'ATQ, les AHNQFcs$ tmutes des (¢ de l'ordre du puM.
Elles sont 1000 fois moins actives. 5o = 86 nM pour 'ATQ contre (50 >25uM pour les
AHNQFcs).

33 McFadden, D. C.; Seeber, F.; Boothroyd, J. C. Antimicrob. Agents Chemother. 1997, 41, 1849 — 1953.
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Tableau 8: Résultat du test anti-toxoplasmique sur la sou€hePrug-Gal co-culture
macrophages J774, lecture absorbance 570/630 nm.

Molécules Clso (UM)

Nom Structure

o
22 Cre 43.6

0]
23 o 24.5
25 Nch N 46.4
0]
28 OO o >50

(0]
29 H N >50

] c
30 O‘ O'LOVF >50
[0}
31 L_on ~Fc >50
O
(0]
Atovaquone O‘ 0.086

V.1.4. Activité cytotoxique

L’étude cytotoxique des Aminohydroxynaphtoquinof@&srocéniques a été réalisée
sur plusieurs lignées cellulaires selon la méthddeMTT test (Mosmann, 1983, au
Laboratoire de Parasitologie et Mycologie Médicdie Marseille. Ces AHNQFcs ont éte
testés sur deux lignées de cellules a savoir igl@é J774 A.1 (monocytes macrophages

* Mosmann, T. J. Immunol. Methode. 1983, 65, 55 — 63.
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murins adhérents (ECACC)) et la lignée HepG2 (fdpaes humains adhérents (ATCC-

LGC)). La Doxorubicine a été prise comme molécude rdférence a cause de son effet
cytotoxigue. La toxicité de I'atovaguone a égaletréta étudiée. Le temps d’'incubation était
de 72 heures et la lecture des plagues s’estdaitgpectrophotometre a 570 nm et 630 nm
(Biotek microtiter plate reader).

Tableau 9: Résultat du test de cytotoxicité des AHNQFcsIsU4 A.1 et HepG2.

Molécules J774 A.1 HepG2
Nom Structure Céo (UM) CGso(UM)
(o]
COCC
22 23.0 21.0
(6]
OH
O‘ /—Fc
N
23 I v\© 30.0 34.0
(o]
OH
/7Fc
25 ”N OH 46.6 64.2
(0]
OH
/—Fc
28 ”WO“ 88.7 >125
(0]
OH
29 N Fo 33.4 50.2
0~
(0] )Fc
OH
(N
30 O N 35.1 50.0
(0]
o ~Fc
31 N 2 25.8 78.4
(0]
O
Atovaquone [ o8 17.6 >15.6
9 OH O cpon
""OH
Doxorubicine O‘O 0.03 0.02
0 O OH O ;{
NH?H
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En comparaison avec la doxorubicine, molécule fiereace, les AHNQFcs ne sont
pas toxiques pour la cellule en culture. En effeyr qu’elles puissent inhiber la croissance de
la cellule, leur utilisation a de trés fortes camtcations est nécessaire. D’aprées le Tableau 9,
elles sont également moins toxiques que I’Atovaguon

VI. CONCLUSION

Pour cette premiere famille de molécules, 10 anydodxynaphtoquinones
ferrocéniques22-31 ont été synthétisées. Certains de ces composéEnfaEnt un
cyclohexane sur lequel était greffé un phényle eximettaient d’identifier des structures
proches de I’Atovaquone. Nous avons étudié leutigits antipaludique, antitoxoplasmique
et cytotoxique sur :

* Un clone deP. falciparumchloroquino-résistant (W2) et sur 3 isolats clugg
infectés paP. falciparum

* Un clone deT. gondii PruB-Gal co-culture macrophages J774, et

» Deux lignées cellulaires, J774 A.1 et HepG2.

D’une maniere générale, ces AHNQFcs n’ont pas daseéactivités recherchées car
elles agissent toutes a de fortes concentratidmibiirices (de I'ordre du micromolaire). Par
contre, nous savons qu’elles ne sont pas toxiguedro sur la cellule en culture. Ainsi, une
utilisation de ces derniéres pourrait étre expéodéns d’autres domaines.

Pour lactivité antipaludique, des meilleurs réstdt ont été observés pour les
composés24 et 26 sur des isolats cliniques. Ces deux molécules phrg proches de
I’Atovaquone structuralement.

En ce qui concerne l'activité anti-toxoplasmiqueus notons une perte d’activité de
nos molécules en comparaison de celles obtenueaslg®d aminohydroxynaphtoquinones
(n =6, 7 et 8, Tableau 2) précédemment synthétisédaboratoiré®

Pour des raisons de synthése, la jonction entngattie hydroxynaphtoquinone et
I'alkyl ferrocénique s’est faite a I'aide d’'une ami Cette amine permet une libre rotation sur
'ensemble de la molécule contrairement a I'atowemguqui a une structure figée en trans.
Pour comprendre le role exact joué par la partig/aininoferrocénique dans l'activité
inhibitrice de ces AHNQFcs, il serait intéressaatréaliser des études de géométrie spatiale
de ces derniers, notamment sur les plus a@#<{(26).
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L. INTRODUCTION

L'utilisation des acridines en tant qu'agents agtiobbiens a été proposée la premiére
fois par Ehrlich et Benda en 191Beaucoup de composés ayant le chromophore «@enidi
ont été synthétisés et évalués d'un point de voledique. Ce sont les aminoacridines qui ont
montré une utilisation la plus large, en tant gerdg antibactériens et comme antipaludiques,
pendant la deuxiéme guerre mondiale. En 1974, @ainl?> élaborérent 'amsacrinery
AMSA, Figure 53), dérivé anilino-acridine doté deopriétés antitumorales remarquables.
L'apparition des pénicillines a éclipsé l'utilisati des acridines dans l'antisepsie par leurs
efficacités thérapeutiques plus grandes. Cependavec I'augmentation massive des
résistances des infections bactériennes aux meédidanon observe un regain d’intérét pour
les dérivés de I'acridin.

Les dérivés de I'acridine, connus pour leur acdiahtipaludique, sont essentiellement
des composés substitués par un groupe aminé g@ipdidu noyau tels que la mépacrine et
des 9-anilinoacridines (Figure 53F.

10
Acridine

CH4CO NHSO,CH;
CHj Et 4 |
| —R
N e
N

HN
NH)\/\/ SEt H
OCH. X
\ 3 \
—
7z / N

Cl N N

Mépacrine 9-anilinoacridines m-AMSA

Figure 53 : Structures chimiques de la mépacrine et des 9naaitiridines.
I.L1. Etude des dérivés de I'acridine dans le traitement du paludisme

Plusieurs études ont déja été menées autour deawxnantipaludiques acridiniques.
Dans un premier temps, Guetzoyan, étaif réalisé la synthése de deux séries de dédivés
l'acridine. Une premiere série est constituée d¥miums diprotonés dont les charges
positives sont réparties comme suit : une sur teterminale de la chaine latérale greffée en
9 et une seconde sur l'azote du noyau acridiniftiene seconde série, uniguement chargee
positivement sur la chaine peptidique, grefféelesusquelette d'acridine comme le montre
la Figure 54. Les molécules ont été testées sur stexhes chloroquino-résistantes
de P. falciparumet donnaient des &l< 0,20 uM. Le composg, de structure proche de la
meépacrine, a montré la meilleure activité antipajud (Tableau 10).

! Ehrlich, P.; Benda, L. Chem. Ber. 1913, 46,1913.

? Louie, A. C.; Issell, B. F. J. Clin. Oncol. 1985, 3, 562 — 592.

3 Wainwright, M. J. Antimicrob. Chemother. 2001, 47, 1 — 13.

4 Chavalitshewinkoon, P. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 1993, 37, 403 — 406.

> Elueze, E. I.; Croft, S. L.; Warhurst, D. C. J. Antimicrob. Chemother. 1996, 37, 511 — 518.
6 Guetzoyan, L. et al. Bioorg. Med. Chem. 2007, 15, 3278 — 3289.
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"~ NHsCI
NH/\/\' ~._-NHs

X
@z
cl NH_
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a

Figure 54 : Structures de quelques acridines synthétiséeSpetzoyan et al.
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Tableau 10: Résultats des testsvitro des acridines étudiées par Guetzoyan, et al. sur 3
souches chloroquino-résistantesRidalciparum

Molécules W2 (G uM) FCR3 ( Co uM) Brel ( Céo uM)
a 0.18 0.20 0.17
b 30.5 27.2 29
CQ 0.44 0.50 0.52

Deux ans plus tard, Guetzoyan et synthétisérent d’autres analogues acridiniques
possédant une chaine alkyle moins longue (n = 1).38Afres tests, ils confirment les
hypothéses selon lesquelles, pour les dérivésiaiguets, la présence de la double charge
positive joue un important réle dans l'activité ipatudique. Cependant la longueur de la
chaine n’influence pas I'activité biologique @aet c (Figure 55) possedent les mémegyCl
(Tableau 11Y.

NN H 2
NH NHaCP NH 2 Y@\NH@@
o
OCH
X * X

@F Z
cl NH cl N

cle

C

Figure 55: Nouveaux analogues acridiniques antipaludiques.

Tableau 11: Résultats des tests de sensibilité des nouveanined de I'acridine ¢ et d sur
des souches chloroquino-résistante® dialciparumétudiés par Guetzoyan et al.

Molécules W2 (G uM) FCR3 ( Co uM) Brel ( Céc uM)
C 0.18 0.20 0.17
d 21 18 22
CQ 0.44 0.50 0.52

Au laboratoire, la synthese d’'une grande variétrillines telles que la molécule
AFcl (Figure 56) avait également été réalisée peguipe de Brocard. Des dérivés
qguinoléiques possédant la méme chaine latérale tple la molécule QFcfermis de

7 Guetzoyan, L. et al. Bioorg. Med. Chem. 2009, 17, 8032 — 8039.
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comparer l'influence du noyau aromatique (acridiseguinoléine) (Figure 56). Les résultats
des tests biologiques sur W2, obtenus sont regsodi@és le Tableau 12 ci-dessous.

i N HN /\/ ~ ¢
OCH
AN AN 8
=
cl N
QFcl AFcl

Figure 56: Structures chimiques de QFcl et AFcl.

Tableau 12: Résultats des activités biologiques de QFcl etlAdur la souche chloroquino-
résistante W2 de. falciparumen comparaison a la CQ et la FQ.

Produits Cdg (nM)
Chloroquine (CQ) 149
Ferroquine (FQ) 13,2
QFcl 63,5
AFc2 116

Ces résultats montrent une bonne activité antipgeduniquement pour le composé
QFcl, qui reste deux fois moins actif que la FQnmalécule AFcl a une activité du méme
ordre de grandeur que celle de la CQ. De ce fainhdture de I'hétérocycle (acridine vs
guinoléine) semble influencer 'activité de ces émiles (résultats non publiés).

II. SYNTHESE DES HYDRAZONES QUINOLEIQUES ET
ACRIDINIQUES FERROCENIQUE DANS LE TRAITEMENT DU
PALUDISME

Trés récemment, la synthése de quinolinylhydrazaiedacridinylhydrazonds a
conduit & une série de molécules présentant daesdtatss satisfaisants sur les souches
chloroquino-résistantes d& falciparum En effet, les hydrazones telles queBxT-chloro-
4-(2-(4-(pyrrolidin-1-ylméthyl)-benzylidene)hydrawil)quinoline (QH, Figure 57) et l&)-6-
chloro-2-méthoxy-9-(2-(4-(pyrro-lidin-1-ylméthyl)beylidene)hydrazinyl)acridine (AH,
Figure 57) présentent de bonnes activités antijpglied en comparaison a celles de la CQ
(Tableau 13).

8 Gemma, S. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2006, 16, 5384 — 5388.
o Fattorusso, C. et al. J. Med. Chem. 2008, 51, 1333 — 1343.
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N N
NS NS
OCH
@ 3
y y
cl N cl N
AH

QH

Figure 57 : Structures chimiques de QH et AH.

Tableau 13: Résultats des activités biologiques de QH, AB®tsur la souche chloroquino-
résistante W2 dB. falciparum

Produits Activité Co (nM)
QH 58,3
AH 137
Chloroquine (CQ) 149

Ces résultats intéressants ont permis d’orientey tnevaux dans la synthése des
analogues hydrazones quinoléiques et acridiniceresdéniques.

II.1. Synthese des hydrazones ferrocéniques
IL.1.1. Objectif de syntheése

Dans cette partie, I'objectif réside en la synthdsenouvelles hydrazones tout en
conservant l'idée d’incorporer un ferrocéne danstdécule. De ce fait, en se basant sur les
résultats présentés précédemnientnous avons axé nos travaux sur la synthése de deux
séries d’hydrazones ferrocéniques : des dériveasotpiques (Figure 58) et des dérivés
acridiniques (Figure 58) ou le cycle aromatiquedmomsé a I'’hydrazine sera remplacé par le
ferrocene. Ce dernier sera substitué ou non pafamogion latérale amine.

Les substituants Ret R, ont été choisis en fonction des résultats biologgjobtenus
pour les hydrazones acridiniques et quinoléiquesitdépréecédemment dans la littérature
(Figure 58)8'9

Fc—R, Fc—R,
NH/N=<R1 NH/N#R1
N l N l OCH3
Cl N/ Cl N/
série 1 série 2

Substituants :

Ry = H CHs
Ry= H KN/ ¥N<j \—N N o] ¥N N—
| < > __/ N

Figure 58 : Hydrazones ferrocéniques des dérivés quinoléicaérse(1)
et acridiniques (série 2).
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I1.1.2. Syntheése des hydrazones acridiniques et quinoléiques ferrocéniques

La synthése des hydrazones ferrocéniques s’effeatug& grandes étapes qui sont la
synthese des aldéhydes ferrocéniques, suivie teedms hydrazines et enfin la condensation
des aldéhydes et des hydrazines.

a. Synthese des aldéhydes ferrocéniques

Pour y parvenir, la premiére étape consiste eryhghése des amines ferrocéniques
monosubstitués, qui sont obtenues par substitutiocléophile de Iion ammonium
ferrocénique par des amines. Ensuite, I'ortholttbrasuivie d’'une condensation sur le DMF
(N,N-diméthylformylamide) permet d’accéder aux aldélsyfigroceéniques disubstitués.

1. Substitution nucléophile de 'ammonium ferrocénique

Sur l'ammonium quaternaire ferrocénique?, dont la synthese a été décrite
précédemment (Chapitre Il), une réaction de sulistit est réalisée par des amines
secondaires. En effet, le"(CHas)s substitué en position du ferrocéne, constitue un trés bon
nucléofuge. Ainsi, il subit une attaque nucléoplitennant accés a une grande variété de
dérivés ferrocéniques (Schéma 17).

CH4CN @
@ ) + NuH JE—— Nu
Fe N(CHa); | Fe
12

reflux,18h :
Schéma 17 Réaction de substitution endu ferrocene.

32-35

Les amines2 - 35 sont obtenues avec des rendements de 57 a 98 %opaikcation
par extraction en milieu acide. Les résultats segtoupés sur le Tableau 14.

Tableau 14: Résultats de substitution nucléophilesetiu ferrocene.
Produits NuH Rdt (%)

32 N@ 08
33 SEVEREN 57

34 —N 0 68
L/
35 —N N— 69
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2. Syntheéese des aldéhydes ferrocéniques

Cette étape consiste en [l'ortholithiation des amiffierrocéniques préalablement
synthétisés.

Les atomes d’hydrogene portés par les cycles cgolaplienyles présentent une
certaine acidité et sont labiles. Par conséquenpeauvent étre arrachés par des alkylithiens
tels que le tertiobutyllithium? Les dérivés lithiés ainsi obtenus, par métalafiendant une
heure a température ambiante, sous atmosphggebivent alors réagir avec un électrophile,
ici le DMF. La lithiation des dérivés ferrocéniqus®ffectue de facon régiosélective en
position 2 grace a la complexation de I'atome t@um par le doublet non liant de I'atome
d'azote (Schéma 18}.Par contre, en raison de la chiralité¢ métalloadmidq’aminoaldéhyde
ferrocénique est obtenu sous forme d'un mélangémage. Sur le schéma un seul des
énantiomeres est représenté.

NR, NR, NHR,
t-BuLi, 1 h, THF, N, ' DMF, 15min
Fe _— Fe — Fe

32-36 37-41

Schéma 18 Ortholithiation des amines ferrocéniques.

Les aldéhydes ferrocéniqu@g - 41 ont été obtenus avec des rendements de 58 a 95 %
(Tableau 15) apreés purification par chromatographirecolonne de gel de silice.

Tableau 15 :Résultats de la synthése des aldéhydes ferrocénique

Produits NR Rdt (%)

37 —N<:| 95

38 —N ) 94

39 NP 88
40 —N N—CHj 58
L/
CH,
41 / 83

© 2011 Tous droits réservés.

%Slocum, D. W. ; Sugarman, D. I. J. Am. Chem. Soc. 1974, 12, 222 — 247.
" picart-Goetgheluck, S. et al. Synthesis, 2000, 31, 1421 — 1426.
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b. Synthese des hydrazines

L’obtention des hydrazines est issue d'une sultstitude I'atome de chlore en
position 7 pour le cycle quinoléique et en posittbpour le cycle acridinique, par un exces
d’hydrazine. Ainsi, I'hydrazine réagit sur la 4,i¢ldloroquinoléine4?2 et sur la 6,9-dichloro-
2-méthoxyacridinet4 dans I'éthanol a reflux pendant 4 heures. Les ca@pt3 et 45 sont
ainsi obtenus avec des rendements respectifs d&®B9 % (Schéma 19).

NHNH,

Cl
NH,NH,, EtOH
—_—
Reflux, 4H
= =
Cl N Cl N
43

42
/N Hy
NH

al
OCHj3 OCHj3
N NH,NH,, EtOH N
—_———
= Reflux, 4H P
al N cl
44

45
Schéma 19 Synthése des hydrazines quinoléiques et acridinidfBie- 45

c. Synthese des hydrazones ferrocéniques

La derniére étape pour I'obtention de cette famdiéemolécules est la formation des
hydrazones. Elle consiste en la condensation ddsahinesas et 45 avec la cétone ou les
aldéhydes ferrocéniques dans le méthanol, en préskntamis moléculaire et pendant 4h de
reflux. Les deux séries d’hydrazones sont purifiga@scolonne chromatographique sur gel de
silice suivie d’une cristallisation.

1. Hydrazones quinoléines ferrocéniques, série 1

Dans cette série, I'hydrazine quinoléic@est condensée au ferrocénecarbaldéhyde,
aux aminoaldéhydes ferrocéniques ainsi qu’a I'dfe¥tpcene (Schéma 20).

: ﬁ a
Ry
_ _
a N a N

MeOH, reflux, 4h
43 50-56

Schéma 20 Synthése des hydrazones quinoléiques ferrocénlgQéxs50 — 56

Les hydrazones quinoléiques ferrocéniqgue®56 ont été obtenues avec des
rendements de 61 a 95 % (Tableau 16).
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Tableau 16: Résultats de synthése des HQFcs 50 — 56 dei¢alsér

Amines Produits
R, R, Numéros Formules Rdt. (%)
H H 50 w”:);/ 89
o
<
CH3 H 51 HN/N* CHa 90
ise
?
H _Nme, 52 = 61
e
<
H ;O 53 w=" 95
o0
<~
H LNO 54 \ wﬁ@ o1
0
@
H NIV 55 I 74
o~ joe
<~
Q /N
H ¥N/_\NCH 56 ”N/NAN\—/NCHB 74
N/ J/s ll
o9
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2. Hydrazones acridiniques ferrocéniques, série 2

Selon un protocole expérimental identique a cefairid précédemment, les analogues
acridiniques sont synthétisés par condensation 'ligdrbzine acridinique aux dérivés
ferrocéniques cétoniques et aldéhydiques subsiiadsma 21).

—

Fe

_NH, Fe AN=— < Re

HN HN R

+ 1
X ocH; o= iRz N OCH;

Ry
_ _— _
a N c N
45

MeOH, reflux, 4h
57 -62

Schéma 21 Synthése des hydrazones ferrocéniques acridinigéeAs57 — 62.

Les hydrazones ferrocéniques acridiniques sonhabteavec des rendements compris
entre 64 et 94% (Tableau 17).

Tableau 17 :Résultats de synthése des HF&&s-62.

Amines Produits
R1 R, Numéros Formules Rdt. (%)
j—
Ry H 57 HT/F 90
H H 58 " S, 90
L
=
Nﬂ NMe,
CHs _ NVe 59 Noh 80
JUL
N
H ¥NG 60 o =0 94
Cl uN\;U
H S 61 L;_/ -0 64
oo
H b 62 w— O 94
\ / PN ,,l;\\ N -OCHs
cliwr/"[*w/l \//I
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IIl. ACTIVITE ANTIPALUDIQUE IN-VITRO DES HYDRAZONES
FERROCENIQUES (HFc)

Nous avons étudié I'activité antiplasmodiale desHd§50-56 et des HFCAS7-62sur
des souches F32, FcB1 et K1 Blefalciparumau Muséum National d’Histoire Naturelle de
Paris, dans le laboratoire de Parasitologie duPRitippe Grellier et sur des isolats cliniques
deP. falciparum au CIRMF au Gabon.

II1.1. Résultat des tests effectués sur les souches de P. falciparum

En collaboration avec Elisabeth Mouray de I'équipe Pr. Philippe Grellier, nous
avons effectué les tests de sensibilité en utllismméthode radioisotopique par marquage a
I'hypoxanthine fH]. Les souches de. falciparumF32 (en provenance de la Tanzanie), FcB1
(de la Colombie) et K1 (de la Thailande) sont géks en continu dans des érythrocytes
humains'? Les solutions stock de chloroquine diphosphatartéinisine, de la ferroquine et
des HFc$H0-62a tester, ont été préparées respectivement ddieadelistillée et du DMSO.
Ces solutions ont été ensuite diluées en série gvawilieu de culture et introduites dans des
plaques de 96 puits contenant les cultures asynebrde parasites (présence de toutes les
formes du parasite : rings, trophozoites, schizZ)niee test a été réalisé avec un taux final
d’hématocrite de 1% et une parasitémie de 1%. lagups ont été ensuite incubées, une
premiere fois, pendant 24h a 37°C, sous une atneospféduite en oxygene (cloche a
bougie). Puis, aprés rajout de I'nypoxanthitié][(0.5 uCi par puits, 1 — 5 Ci/mol), elles ont
été de nouveau mises a incuber pendant 24h.

L’activité antiplasmodiale est déterminée en famttide [Iincorporation de
I'hypoxanthine fH] par le parasité® Ainsi, la radioactivité incorporée par des passsien
contact avec les molécules est comparée a cellepdessites maintenus en absence de
médicament (puits de contréle). Les concentratiohmitrices 50% (Go) et 90% (Cdo) sont
déterminées en tracant la courbe d’inhibition enncfmn des concentrations
médicamenteuses.

Ainsi, jai réalisé les tests en procédant a laen@e culture des molécules aux contact
des hématies parasitées suivis de I'incubations fads sur FcB1, deux fois sur F32 et une
fois sur K1. Le Dr. Elisabeth se chargeait de Lhjde I'hnypoxanthine, solution radioactive,
manipulable sous autorisations et compétencesrdsedtats de ces tests sont regroupés dans
le Tableau 18.

2 Trager, W.; Jensen, J. B. Science 1976, 193, 673 — 677.
B3 Schrével, J.; Sinou, V.; Grellier, P.; Frappier, F.; Guénard, D.; Potier, P. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994, 91, 8472 — 8476.
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Tableau 18 :Tableau de résultats des tastyitro des HFcs sur les souchesRidalciparum
(C|5o et Choen HM).
- =

Fe Fe
(- -
HN/N%QRZ HN/NthQRz
a J\A\N/J CJ'\)\N/J\/)/

50-56 5762

. Substituants F32 FcB1 K1

Molécules

R1 Ro Clsg Clgg Clsg Clgg Clsg Clgg
50 H H 030 047| 034 054 035 054
51 CHs H 26 46 13 23 13 25
52 H e, 1.16 4 2.7 4.6 2.6 4.6
53 H ¥N© 032 047 | 032 052 1.6 2.9
54 H ~{ ) | 006 009| 007 013 018  0.32
55 H | = » | 039 066| 017 041 029 050
56 H | ~( » | 026 047 | 014 025 015 0.28
57 H H 6.6 15| 95  17.7] 6.2 101
58 CHs H 15 27 11 195 15 28
59 H e, 025 043| 039 063 135 245
60 H S 6.3 12 1.7 3.9 2.7 4.4
61 H N 1.9 3.5 15 2.7 1.3 2.3
7\
62 H () 3 5.6 0.8 1.5 1.6 3
CQ m 002 003| 011 021 016 023
Art 003 005]| 002 003 0.03  0.04
FQ 003 005| 002 004 003 005
Cl
ACRIFC ~ 1 |wm 003 005| 003 005 003 005
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II1.2. Résultat des tests effectués sur des isolats cliniques infectés
par P. falciparum

Au CIRMF, jai effectué les tests de sensibilitésddFcs50-62 sur quatre isolats
cliniques issus des malades souffrant du paludidiné P. falciparum Tout comme les
hydroxynaphtoquinones, la méthode utilisée étdie aiu test Elisa détaillée dans le chapitre
précédent. Parmi ces quatre isolats, deux étaibldragjuino-sensibles et deux autres
chloroquino-résistants. Pour chaque isolat, la pdation était faite en duplicate. Le Tableau
19 récapitule les G4 obtenues pour chacune des hydrazones ferrocértiegtéss.

Tableau 19 :Sensibilitéin vitro des 4 isolats cllnlques infectés parfalciparum.

/ﬁ ﬁ

50-56 5762

\/'n

Molécules Substituant Isolat 11775| Isolat 6790| Isolat 7075| Isolat 11776
R, R, Clsg Clsg Clgg Clsg
50 H H 0.5 0.3 0.003 0.003
51 CH; H 21.3 12.4 NT 3.1
52 H e, 3.2 NT NT 3.6
53 H N 3.2 2.4 0.3 NT
54 H N 1.7 0.7 0.3 0.6
NEVARN
55 H . 0.5 0.3 0.003 NT
56 H N NT NT NT NT
57 H H 1.6 0.3 0.005 0.1
58 CH; H 3 3 NT 3.1
59 H e, 28.3 NT NT 6.5
60 H N 4 2.1 0.003 NT
61 H N 3 3 0.3 NT
NEVARN
62 L) 1.4 0.3 0.003 NT
HNJ\A/’L
CQ /@6 0.2 0.1 0.06 0.08

Isolat 11775 et isolat 6790 sont chloroquino-résitt, isolat 7075 et isolat 11776 sont
chloroquino-sensibles. NT = non testés.
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Des tests de cytotoxicité ont été également réalsmdr certains des composés
ferrocéniques. Les résultats sont regroupés dansdiezau 20.

Tableau 20: Résultats du test de cytotoxicité de quelquesdnahes ferrocéniques.

. Cytotoxicité
Molécules R R
' ? CCs (M)
50 H H 0.552
55 H N D 0.072
57 H H 0.448
¥N (]
62 H 8.965

© 2011 Tous droits réservés.

II1.3. Analyse des résultats

L’analyse du Tableau 18 montre que les hydrazterescéniques présentent degCl
comprises entre 0,06 et 26 UM pour la souche chlono-sensible F32 (64CQ = 0,02 uM),
entre 0,073 et 13 uM pour FcB1 ¢g1Q = 0,11 uM) et entre 0,15 et 13 uM pour K15(CQ
= 0,16 pM), les deux souches chloroquino-résistai&ine maniere générale, pour un méme
substituant R les hydrazones quinoléiques ferrocéniques sons m@ctives que leurs
analogues acridiniques. En effet, prenons par ebehiifQFc 50 et 'THQFCA 57 (R1=R,=H) :
Sur la souche K1 et sur l'isolat 11775, chloroguiésistantes, les glde I'HQFc50 sont
plus basses que celle de I'HF&& (0,35 et 0,50 versus 6,2 uM et 1,6 UM, respectergin

On peut noter aussi que les valeurs degy @btenues pour les hydrazones
ferrocéniques restent du méme ordre de grandelleques soit la sensibilité a la chloroquine
de la souche testée. En effet, le résultat des téstisés sur des souches de référence bien
caractérisées F32, FcB1 et K1 (Tableau 18) noustrmajue pour le composg8 par
exemple, la concentration inhibitrice reste la méfdte 11 et 15 uM) tandis que celle de la
chloroquine varie (0.02, 0.11 et 0.16 uM). Cettseavbation est aussi confirmée pour les
isolats cliniques. Toujours pour le méme compa&ésa Cip est la méme sur tous les isolats
cliniques (3.01, 3.01 et 3.14 uM, Tableau 19).

Certaines molécules ont donné des activités astipdiales intéressantes comme on
peu le voir dans le Tableau 18, ou les HQBOs54, 55 et 56 présentent toutes dessgl
comprises en 50 et 400 nM. L'HQPEd, la molécule la plus active, présente une actihité
méme ordre que celle de la CQ sur les soucheska3@t FcB1 (60 contre 20 nM, 180 contre
160 nM et 70 contre 111 nM, respectivement).

Sur les isolats cliniques (Tableau 19), en revancbeont les moléculé®) et 55 qui
sont les plus actives, avec degg@bmprises entre 3 et 500 nM. Sur les isolats A73.776,
elles sont 10 fois plus actives que la CQ (3 nMtmB0 et 80 nM, Tableau 19). Sur les
isolats 11775 et 6970, elles sont moins activeda@®), elles ont des §lde 500 et 300 nM
contre 200 et 100 nM pour CQ, Tableau 19.

Des résultats tres surprenants ont été enregistnéisles composés0 et 55 sur des
souches cliniques 7075 et 11776. lls ont donnédsl O fois plus actives que la CQ (3/60).
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Il en est de méme pour les compoS&s60 et 62. Deux hypotheses sont a prévoir, soit le
patient avait pris un antipaludique au départ esdze cas il pourrait avoir un effet synergique
avec ces hydrazones. La deuxieme hypothése serpilymorphisme de lisolat. Celui-ci
pourrait posséder des particularités génétiquedations sur le gene codant pour la(les)
protéine(s) ciblée(s) par exemple) qui lui conféremt un phénotype d’hypersensibilité aux
hydrazones ferrocéniques.

I11.4. Conclusion

Nous avons pu realiser la synthése de 13 hydrazéemescéniques. L’activité
antipaludique de ces dernieres a été évaluéesswsatdiches de référence F32, FcB1 et K1 et
egalement sur des souches cliniques infectéeP palciparum(isolat 11775, 6790, 7075 et
11776). Ces HFcs ont peut-étre des cibles diffésete celles de la chloroquine. D’une
manieére geneérale, les hydrazones quinoléiques cfamiques sont plus actives que les
hydrazones ferrocéniques acridiniqgues. Parmi cesniBécules, quatre d’entre elles
présentent de bons résultats antipaludiques aweCkigle I'ordre du nanomolaire (HQE®,

54, 55 et56). L’hydrazone quinoléique ferrocéniqtd avec des Gh de 50, 70 et 179 nM est
la plus active et se présente comme un potentigpadndique dont il serait important
d’approfondir son étude.

En outre, nous n’avons pas obtenu les mémes réssitales souches de laboratoire et
les isolats cliniques. Plusieurs explications petn&re envisagées, mais la plus plausible
demeure celle de la différence des deux méthodkseas pour la réalisation des tests de
sensibilité. En effet, sur les isolats cliniquesus avons utilisé la méthode colorimétrique
Deli-test, qui permet de détecter la pLDH préselaies les hématies parasitées. Par contre sur
les souches de laboratoire, c’est la méthode satimpique par marquage a I’hypoxanthine
[*H] qui fut utilisée.

Les dérivés d’hydrazones, constituent une impcetaidsse de composés pour le
développement de nouveaux médicaments car ils gessain large panel de domaine
d’action!* Les hydrazones sont ainsi également utilisées dandraitement de la
tuberculosé® A la suite des travaux de Savini et coll., nousism@ommes intéressés a
I'activité antituberculeuse des hydrazones ferrap&s50 —62.

 Rollas Sevim et Kiiciikgiizel Giiniz, Molecules. 2007, 12, 1910 — 1939.
' savini, L. et al. Bioorg. Med. Chem. 2002, 10, 2193 — 2198.
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IV.  LES HYDRAZONES FERROCENIQUES DANS LE TRAITEMENT DE
LA TUBERCULOSE

IV.1. La tuberculose

La tuberculose est causée par un micro-organismabiaéa croissance lente de la
famille des mycobactériacées, qui comprend des deripathogenes pour 'homme et
lanimal, des formes occasionnellement pathogénesdes formes saprophytes non
pathogenes. La mycobactérie la plus souvent agliwei de la tuberculose humaine est
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis bacille de Koch ou BK), qui fait partie des
mycobactéries du complextuberculosis comprenant égalementlycobacterium bovis,
Mycobacterium africanum, Mycobacterium micretMycobacterium canettf *’

La tuberculose est transmise par voie aérogenst-a-dire d’'une personne atteinte de
tuberculose pulmonaire a une autre personne nentéd. L'infection se transmet a travers un
aerosol de trés petites gouttelettes de sécrétomschiques («droplet nuclei»), qui sont
dispersées dans l'air lors de quintes de toux ledlé®es par la personne saine en contact.
Le risque de contamination dépend de la conceotrates mycobactéries dans I'air ambiant,
de la virulence des micro-organismes, de la dugdsition et de la réceptivité individuelle
de la personne en contact. Dans la pratique, agidis que seules les personnes atteintes de
tuberculose des voies aériennes (poumons, broniangsy) peuvent transmettre la maladie,
pour autant que leurs expectorations contiennest letéries tuberculeuses en quantité
suffisante et que ces expectorations atteigneiit &mbiant sous forme d’aérosdl.Les
mycobactéries peuvent aussi étre aérosoliséesbenataire et lors d’autopsies. On admet
gu’'un séjour de plusieurs heures dans un espacéfigsanment aéré est nécessaire pour
gu’une transmission puisse avoir lieu. Chez lesgares immunodéprimées, il est possible
gue l'infection puisse avoir lieu aprés un contdetcourte durée avec un malade. Aussi, il
existe quatre formes de tuberculose: la tubercuprseaire, la tuberculose pulmonaire, la
tuberculose chez I'enfant et la tuberculose extidapnaire.

IV.2. La tuberculose dans le monde

L’OMS estime que c’est dans la Région de I'AsieSd-Est que les cas ont été les
plus nombreux en 2008, avec 35% de l'incidence nad&d Toutefois, le taux estimatif
d’incidence par habitant est presque deux fois @legé en Afrique subsaharienne qu’en Asie
du Sud-Est, avec pres de 350 cas pour 100 00Cah#it

' Mostowy, S. ; Behr, M. A. Clin. Chest. Med. 2005, 26, 207 — 216, v-vi.
Y Bloom, B. A.; Small, P. M. N. Engl. J. Med. 1998, 338, 677 — 678.
'8 Rouillon, A.; Perdrizet, S.; Parrot, R. Rev. Fr. Mal. Resp. 1976, 4, 241 — 272.

129

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Gabin Mwande-Maguene, Lille 1, 2011

Chapitre 111 : Synthese, Activités Antiplasmodiale et
Antituberculeuse In Vitro des Hydrazones Quinoléines et Acridines
Ferrocéniques

En 2009, 1,7 millions de déces dus a la tubercubogecté enregistrés dont 380 000
femmes, ce qui équivaut & 4700 morts par foura tuberculose figure parmi les trois plus
importantes causes de décés chez la femme enéte4di5ans.

Toujours en 2009, 'OMS a dénombré 9,4 millionsndeiveaux cas de tuberculose, dont 1,1
millions chez des personnes vivant avec le YAa Région africaine compte le nombre de
déces le plus important. Depuis 1990, le taux deati® di a la tuberculose a chuté de 35%.
Tandis que l'incidence estimative de la tuberculssehabitant était stable ou en diminution,
en 2008, dans les six régions de 'OMS (I'AfriguAmeérique, I'Asie du Sud-Est, la
Méditerranée orientale et le Pacifique occidentalgst en 2004 qu'il avait atteint son plus
haut point (142/100 000 habitant). Tres recemnmamnf009, le taux d'incidence mondiale est
retombé a 137 cas pour 100 000 (Figure 59).

Estimated TB incidence rates, by country, 2009
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Figure 59 : Répartition mondiale de la tuberculdSe.

IV.3. Le traitement de la tuberculose

IV.3.1. Antibiotiques antituberculeux essentiels

Bien qu’il existe un vaccin contre la tuberculoeeBCG (Basile Calmette Guérin),
quatre antibiotiques sont essentiels dans le mna¢ curatif de la tuberculose, qui sont des
antituberculeux de °f ligne (Figure 60). A ces antibiotiques, s’ajoutétHambutol, un
bactériostatique permettant d'éviter I'appariti@s désistances (Figure 68).

¥ WHO report : Global tuberculosis control 2010. http://whglibdoc.who.int/publications/2010/9789241564069
eng.pdf. Consulté le 4 mai 2011
20 http://www.refbooks.msf.org/MSF_Docs/Fr/Tuberculosis/Tuberculosis_fr.pdf. Consulté le 4 mai 2011.
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Figure 60 : Structures chimiques des antibiotiques antitubdetcu

Cependant, I'apparition de souches multirésistaattsde plus en plus fréquente et
s’explique par un mauvais suivi du traitement gapatient ou la prescription d’'un traitement
mal adapté. Ainsi, Il est donc nécessaire de coati développer de nouvelles molécules
antituberculeuses.

1V.3.2. Quelques hydrazones de synthese dans le traitement de la tuberculose

Plusieurs équipes de recherches se sont égalem@msisées a I'étude des hydrazones
dans le traitement de la tuberculose. C’est ledeaSavini et al*> qui ont synthétisé, en 2002,
des hydrazones quinoléiques et les ont testéagesusouches dd. tuberculosisHz;Rv ainsi
gue surMycobacterium aviunfFigure 61). De plus, deux des hydrazones quigo&s les
plus actives surM. tuberculosis (HQ e et HQ f, Figure 61) possédent de faibles

cytotoxicités:>

HN-N=C-Ar
H
X X
RE T
Z>NR
HQ
HaCO
HN-N=CH O HN-N:CHO
oy O )
H,CO N” N
e f

Figure 61 : Structures chimiques des hydrazones quinoléinebétsées par Savini et '8l
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La méme année, Rando et al. synthétisérent d’ahtrésazones parmi lesquelles le
composég (Figure 62) représentait la molécule la plus &ctawec une concentration
minimale inhibitrice (CMI) de 2.0 pg/mft La valeur de CMI correspond & la concentration
minimale qui inhibe 99 % des souchesulduberculosis.

Trés récemment, des hydrazones issues de la famédle isoniazides furent
synthétisées par Sriram et al. Le composé le pitif @ésentait une CMI de 0.56 M, (
Figure 62)** Badia et &° s'intéressérent a la famille des hydrazide-hydnasqFigure 62).

Dans une toute autre démarche, la condensatioreabe mholécules biologiquement
actives réliées par un carbone a été exploitéénp@amovsky et af’ Ils se sont basés sur les
dérivés d’isonicotinoyl hydrazide, de pyrazinamid#acide p-aminosalicylique (PAS),
d’éthambutol et de ciprofloxacine. Ainsi, la moléxuissue de la condensation de
l'isonicotinoyl hydrazide et de I'acidp-aminosalicylique ressort comme étant la plus activ
surM. tuberculosiHs/Rvavec une CMI de 0.37pg/mlL, Eigure 62

NO, H [N
2 \/Sé \N—N b
N A (0]
N
MeO
g

N
HN h
o Q
NH
H \ HNO—§
R N o)

Hydrazide-Hydrazones i

Figure 62 : Structures de quelques hydrazones de synthése dbntuberculoseHs/Rv.
IV.4. Activité antituberculeuse des HFCs 50 - 62

L’activité antituberculeuse des hydrazones ferrapés synthétisées a été étudige
vitro sur la souche dMycobacterium tuberculosisls;Rv. Les tests ont été réalisés dans le
laboratoire de bactériologie du Centre Hospitalleiversitaire de Bordeaux par le Docteur
Jeanne Maugein en utilisant le systeme de tubelidateur de croissance des mycobactéries
(TICM). L'étambutol (EMB, Figure 60) et I'isoniazd(INH, Figure 60) ont été pris comme
antituberculeux de référence. La concentration mmahé inhibitrice (CMI, umol/L) de chaque
HFc a été déterminée par BACTEC 980.

2 Rando, D. G., et al. Bioorg. Med. Chem. 2002, 10, 557 — 560.

2 Sriram, D.; Yogeeswari, P.; Madhu, K. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2005, 15, 4502 — 4505.
** Kaymakeioglu, K. B. et al. Eur. J. Med. Chem, 2006, 41, 1253 — 1261.

** Imramovsky, A. et al. Bioorg. Med. Chem. 2007, 15, 2551 — 2559.

> G. M. Maguene et al. Eur. J. Med. Chem. 2011, 46, 31 — 38.
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Tableau 21 :Résultats du test d’'inhibition des HFcs BurtuberculosiHz/Rv.

2 (N
Fe
e Nﬁ%
A

Fe
~
Ry
'solsoon
cr N ci O N O

N:Q%
HN
50, 52-55 57, 59-62

, . CMI H37Rv CMI H37Rv
Moléecules Substituant R (umol/L) (ng/mL)
50 H 205 8

52 NCHo, 28.6 12.8
53 N 67.7 32
54 i 263 128

VAR 64
55 ) 137
57 H 17 8
59 e, 242.2 128
60 = 23.1 12.8
61 = 56.5 32
/N
62 % 22.5 12.8
EMB 9.8 2
INH >0.43 >0.06

L’analyse du Tableau 21 montre que les hydrazogreedéeniques présentent des CMI
comprises entre 8 et 128 ug/mL (17 et 263 uM).sEf@mverent étre moins actives que
l'isoniazide et I'éthambutol. Par contre, certaineslécules telles que les HQBO et52, les
HFcA 57, 60 et62 se distinguent des autres par leurs activitésaasantes. En effet, elles ont
des CMI comprises entre 8 et 12,8 ug/mL. Les mddécles plus actives0 et 57 sont celles
qui ne possedent pas de substituants sur le fereoce

V. CONCLUSION

Au terme de cette étude, une série d’hydrazonesoc@miques acridiniques et
qguinoléiques a été synthétisée. Leurs activitéesparssitaire et antituberculeuse ont
également été étudiées. Ainsi, d'apres les résulies tests obtenus (Tableau 18, Tableau 19),
les molécules HQFd30, 54- 56 sont plus actives que les autres Bufalciparum De ce fait,
les dérivés quinoléiques restent le meilleur chidéxsquelette aromatique en comparaison
avec les acridiniques dans la conception de nowveauipaludiques. Par contre pour
I'activité antimycobactériale (Tableau 21), ce st HQFc50 et HFCA57 qui demeurent
plus actives que toutes les autres. Ce qui nousx@raéconclure que pour ces hydrazones
ferrocéniques, I'ajout d’'un groupement alkyle auveaiu du ferrocéne, n’est pas nécessaire car
il diminue I'effet antituberculeux de ces dernieres
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In this work we reported the synthesis and evaluation of Mycobacterium tuberculosis activities in vitro of
a series of twenty five ferrocenyl derivatives: ferrocenyl amides derived from nicotinamide and pyr-
azinamide, ferrocenyl pyridinyl, quinolyl and acridinylhydrazones. In particular ferrocenyl acylhy-
drazones 7 and 8 and ferrocenylquinoxaline amide 57 showed interesting antimycobacterial activities.

© 2010 Published by Elsevier Masson SAS.

1. Introduction

Tuberculosis (TB) represents a highly contagious, airborne disease
that is caused by infection with Mycobacterium tuberculosis (Mtb) and
is the leading cause of infectious disease mortality in the world. World
health organization (WHO) estimates about 8 million new active cases
of tuberculosis per year and nearly 2 million deaths each year. Even
though improved methods of prevention, detection, diagnosis and
treatment have greatly reduced the number of people who contract
the disease and die from it, the emergence of multidrug-resistant
(MDR) and extensively drug-resistant (XDR) tuberculosis resulted in
a major setback in the global fight against TB [1,2]. Currently, TB
chemotherapy is made up of a cocktail of first-line drugs, isoniazid
(INH), rifampin (RIF), pyrazinamide (PZA) and ethambutol (EMB),
given for six months. This is a major barrier to full patient compliance
and has contributed to the development of drug-resistant strains [3].
The increasing problem of MDR-TB and XDR-TB has focused attention
on developing new drugs that are not only active against drug-resis-
tant TB, but also shorten the lengthy therapy [4—6]. There is urgent
need and significant interest in developing new TB drugs.

Over the past few years, bioorganometallic chemistry has
developed as a rapidly growing and maturing area which links

* Corresponding author. Tel.: +33 320 43 65 01; fax: +33 320 43 65 85.
** Corresponding author.
E-mail address: lydie.pelinski@ensclille.fr (L. Pélinski).

0223-5234/$ — see front matter © 2010 Published by Elsevier Masson SAS.
doi:10.1016/j.ejmech.2010.10.004

© 2011 Tous droits réservés.

classical organometallic chemistry to biology, medicine, and
molecular biotechnology [7]. Among metallocenes, ferrocene has
attracted special attention since it is a neutral, chemically stable
and nontoxic molecule. Many ferrocenyl compounds display
interesting cytotoxic [8,9], antimalarial [10—12], antifungal [13],
antitoxoplasmic [14] and DNA-cleaving activity [15].

In spite of toxicity, isoniazid (INH) is still considered to be first-line
drug for chemotherapy of tuberculosis. Various iso-
nicotinoylhydrazones have been synthesized because of the devel-
opment of isoniazid-resistant M. tuberculosis strains [16—18]. More
recently, the antitubercular activity of quinolylhydrazones has been
also reported [19—22]. In previous studies, we reported the synthesis
of ferrocenyl diamines and the evaluation of their antimycobacterial
activity. These novel derivatives have been based on the modification
of ethambutol by incorporating ferrocenyl moiety [23]. To pursue this
goal, our effort has been focused on ferrocenyl pyridinyl and quino-
lylhydrazones. A second series of the ferrocenyl amides derived from
nicotinamide and pyrazinamide has also been presented.

2. Chemistry
2.1. Synthesis of ferrocenyl hydrazones

The ferrocenyl acylhydrazones 7—11 were synthesized accord-
ing to the reported procedure (Scheme 1). The hydrazides 14 were

http://doc.univ-lille1.fr
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Ar = 4-pyridinyl, R=H 7
Ar = 4-pyridinyl, R = CH3 8
Ar = 3-pyridinyl, R =H 9
Ar = 2-aminobenzyl, R=H 1
Ar = 4-aminobenzyl, R =H 1

Scheme 1. Synthesis of ferrocenyl hydrazones 7—11.

reacted with equimolar amounts of commercially ferrocene car-
boxaldehyde 5 or acetylferrocene 6 to give 7—11 in 52—93% yields
(Scheme 1, Table 1) [24—26].

The ferrocenyl hydrazones 14—16 were obtained in three steps.
First, ferrocene hydrazide 13 was obtained by condensation of
ferrocene carboxylic acid with tert-butyl hydrazinecarboxylate in
the presence of EDCI followed by deprotection of the Boc group by
trifluoroacetic acid in 65 % global yield [27]. The ferrocenyl hydra-
zide was reacted with pyridine-4-carboxaldehyde, pyridine-3-car-
boxaldehyde and ortho-aminobenzaldehyde to give respectively
hydrazones 14—16 in 37—80 % yields (Scheme 2).

Table 1
Structure, yield and antimycobacterial in vitro activity against Mycobacterium
tuberculosis H37Rv and three clinical isolates of ferrocenyl acylhydrazones 7—11.
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H

Fe OH s Fe NHNH, Fe

< <

12 13 14-16
Ar = 4-pyridinyl 14
Ar = 3-pyridinyl 15

Ar = 2-aminobenzyl 16

Scheme 2. Synthesis of ferrocenyl hydrazones 14—-16: (a) NH,NHBoc, EDCI, rt; 24 h (b)
trifluoroacetic acid, rt, 1 h; (¢) ArCHO, t, 4 h.

The ferrocenyl amino aldehydes were then obtained in three
steps. First, N,N-dimethylaminomethylferrocene 17 was reacted in
acetonitrile with methyl iodide giving the corresponding ammo-
nium. Then, a substitution of the ammonium group with pyrroline,
piperidine and morpholine in acetonitrile in the presence of
potassium carbonate provided respectively the ferrocenyl amines
18, 19 and 20 in 57—98% overall yields [28]. The ortholithiation of
ferrocenyl amines 18—20 by tertbutyllithium followed by addition
of DMF led to aldehydes 21—23 in 8198 % yields (Scheme 3). The
hydrazines 24 and 25 were condensed with ferrocene carbox-
aldehyde, 2-(N,N-dimethylaminomethylferrocene)carboxaldehyde
and ferrocenyl aldehydes 21—-23 to furnish hydrazones 26—35 in
61-98% yields (Scheme 4, Table 2).

2.2. Synthesis of ferrocenyl amides

The synthesis of ferrocenyl amides and esters was achieved by
a reaction between aryl carboxylic acid and ferrocenyl amines or
alcohols.

Following the procedure of the literature, ferrocenylmethyl-
amine 37 was first synthesized in 93% global yield by condensation
of hydroxylamine on ferrocene carboxaldehyde 36 followed by
a reduction with LiAlH4 [14,29]. The ferrocenyl derivative 39 were
then prepared with 60% yield by condensation of a large excess of
piperazine with the ferrocenyl ammonium 38 in presence of
potassium carbonate in CH3CN (Scheme 5) [10,30].

Esterification of 2-pyrazinecarboxylic acid, 2-quinoxalic acid
and 3-nicotinic acid with ferrocenyl methanol in the presence of
DCC/DMAP gave esters 43—45 in 70—96 % yield (Scheme 6). The
ferrocenyl amides 54—60 were obtained by condensation of aryl
aromatic carboxylic acid with amines 37 and 39 in presence of
bromo-tris-pyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate
(PyBroP) or 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide
(EDCI). Compounds 54—60 were obtained in 31 to 68 % yields
(Scheme 7). Yields and chemical structures have been reported in
Table 3.

= o "
a-b c
Fe NCH  Z7, “Fe NRe ., Fe “cHo
17 18-20 21-23
R = CHy(CH,);CH, 18 21
R = CHo(CH,),CH, 19 22
R = CH,CH,0CH,CH, 20 23

Scheme 3. Synthesis of ferrocenyl aldehydes 18-20: (a) ICH;, MeCN, rt; 1 h (b)
secondary amine, K2CO3, MeCN; reflux, 12 h (c) tert-Buli, rt, 1 h then DMF.
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NHNH, HNNS R
cl Vi @ cHo - cl N?
24 26-30
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NHNH, NN~ L‘R
N OCH,4 QR MeOH N OCHy
P2 + Fe CHO -
ct N > cl N
25

3135

R=H 26 31
R= CH,N(CH3), 27 32
R = CH,N(CH,(CH,);CH,) 28 33
R = CH,N(CH(CH,),CH,) 29 34
R = CHoN(CH,CH,OCH,CH,) 30 35

Scheme 4. Synthesis of ferrocenyl hydrazones 26—30 and 31-35.

3. Biological activity

The antimycobacterial in vitro activity of ferrocenyl derivatives
for tuberculosis inhibition against M. tuberculosis H37Rv strain was
carried out using the Mycobacteria Growth Indicator Tube system
(MGIT) at a concentration of 2 pg/mL. The minimum inhibitory
concentration (MIC, pmol/L) was detected by BACTEC 960. The MIC,
defined at the lowest concentration of compound inhibiting 90% of
the inoculum relative controls, is summarized in Tables 1-3.
Isoniazid (INH), ethambutol (EMB) and pyrazinamide (PZA) were
included as standard drugs, for comparison.

Hydrazone 7—11 derived from isoniazid, nicotinohydrazide and
anilinohydrazide exhibit modest to promising anti-TB activity
(Table 1). For example, analogs 7 and 8 were found to be the most
potent compounds (MIC 0.75 uM). Subsequently, these ferrocenyl
acylhydrazones were evaluated against clinical isolates with
various degrees of resistance. However, when compared with
isoniazid, compounds 7 and 8 were less potent. Contrary to the
results of the literature with hydrazones of isoniazid derived from
benzaldehyde or acetophenone, the replacement of a hydrogen (7)
by a methyl group (8) does not modify the biological activities [31].
Surprisingly, hydrazone derived from nicotinohydrazide exhibits
no activity with MIC superior to 384 uM. It is also to be mentioned
that the position of the aromatic group (pyridine or anilinophenyl)
with regard to the acylhydrazone is essential for the anti-TB
activity. Indeed, compounds 14—16 do not have any biological
activity.

In the second series (Table 2), the most active 4-quinolylhy-
drazone and 1-acridinylhydrazone derived from ferrocene car-
boxaldehyde were 26 and 31 with MIC of 20.5 and 17 M
respectively. The presence of a substituent on the ferrocene moiety
such as amino groups in 27—30 and 32—35 could be responsible for
a light or significant decrease of the biological activity. In general,
a better activity has been obtained from acridinythydrazones.
Moreover, the influence of substituents on the ferrocenyl moiety
seems to be different between the quinolyl and acridinyl
derivatives.

The Table 3 summarizes biological activities obtained for fer-
rocenyl esters 43—45 and amides 54—60. The MICs were deter-
mined at pH 6 with Bactec MGIT 960 PZA. When compared to
pyrazinamide (MIC 64 pg/mL or 520 pM), compounds 55, 56 and 59

© 2011 Tous droits réservés.

Table 2
Structure, yield and antimycobacterial in vitro activity against Mycobacterium
tuberculosis HsyRv of ferrocenyl hydrazones 26—35.
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were a little more active (MIC 120—-172 uM). Contrary to the liter-
ature results [32,33], structural modifications of the pyrazine
nucleus and the presence of ester functionality have failed to
increase the biological activity compared to pyrazinamide. Only
compound 57 (MIC 86 pM) with a quinoxaline nucleus presented
a higher activity compared to PZA.

4. Conclusion

In summary, a series of novel ferrocenyl derivatives has been
synthesized. We explored the antimycobacterial activity for these

V" (CH"t a /N
HN NH  + 3 F
Fe N(CH — | N o

T

38 39

Scheme 5. Synthesis of ferrocenyl amines 37 and 39: (a) K»CO;, MeCN, 60 °C, 12 h.
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fo) a o Table 3
/U\ /U\ /__@ Structure, yiel d and antimycobacterial in vitro activity against Mycobacterium
Ar OH Ar (6} o tuberculosis H37Rv of ferrocenyl esters 43—45 and amides 54—60.
40-42 43-45 i 7
Ar OCH,Fc Ar)LNRz

Ar =2-pyrazine 10 43

Ar= 2quinoxaline 41 44

Ar = 3-nicotine 2 5 4345 54-51
Scheme 6. Synthesis of ferrocenyl esters 43—45: (a) FcCH,OH, DCC, DMAP, CH,Cly, tt,
12 h. Compound Structure Yield (%)  MIC Hs;Rv (pmol/L)

compounds against M. tuberculosis H37Rv and MIC values have been
reported. Acylhydrazones 7 and 8 and quinoxaline amide 57
showed interesting antimycobacterial activities. Thus, the quino-
linyl and acridinylhydrazones are suited for further modifications
to obtain more efficacious and potent antitubercular drugs. Simi-
larly, the synthesis of ferrocenyl amides bearing varied substituents
on the ferrocenyl entity is currently underway in our laboratory.
The biological activity of selected compounds will be also evaluated
against clinical isolates of MDR-TB. Further study of the structure-
activity relationship will allow estimating the relative importance
of the ferrocene on antitubercular drugs.

5. Experimental
5.1. General methods

The 'H and '3C NMR spectra were recorded on a Bruker AC300
spectrometer using tetramethylsilane (TMS) as the internal stan-
dard and CDCl3, MeOH-d4 or DMSO-dg as the solvents. MS-MALDI
TOF spectra were obtained using a Vision 2000 time-of-flight
instrument (Finnigan MAT, Bremen, Germany) equipped with
a nitrogen laser operating at wavelength of 337 nm. The matrix
used was trihydroxyacetophenone (thap). HRMS were performed
on a JEOL JMS-700m Station mass spectrometer. Thin layer chro-
matography (TLC) was carried out on aluminium-baked Macherey-
Nagel silica gel 60. Column chromatography was performed on
silica gel (35—70 mesh). Melting points were determined on
a Kofler apparatus and are uncorrected. Elemental analyses were
performed with a varioMICRO analyser.

5.2. General procedure for the synthesis of hydrazones 7—11

A mixture of the appropriate hydrazine (1 equiv) and ferrocenyl
aldehyde (1 equiv) in methanol was left stirring at room temper-
ature in the presence of molecular sieves for 4 h. After filtration, the
solvent was evaporated. The residue was purified by column
chromatography (eluent:petroleum ether/diethyl ether: 5/5 then
diethyl ether/MeOH: 9/1).

5.2.1. N'-(Ferrocenylmethylene )isonicotinohydrazide 7

Orange solid. Yield 93%. M.p. 234 °C. "H NMR (CD30D) 6 8.73 (d,
2H, J = 5.8 Hz), 8.24 (s, 1H), 7.88 (d, 2H, ] = 5.9 Hz), 4.79 (m, 2H),
4.49 (m, 2H), 4.2 (s, 5H). '*C NMR (CD;0D) ¢ 163.8, 150.5, 150.2,
140.7,121.5, 78.4, 70.4, 69.0, 67.7. MS (m/z): 333.19 (M™). Anal. Calcd

o= 1k
Ar” "OH Ar)LNRz
46-53 54-60

Scheme 7. Synthesis of ferrocenyl amides 54-60: (a) Ferrocenyl amines 37or 39,
PyBroP, DIEA, rt for 54-55 or EDCI, CHxCly, rt for 56—60.

© 2011 Tous droits réservés.
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for C17H15FeN30: C, 61.29; H, 4.54; N, 12.61. Found: C, 61.52; H, 4.65;
N, 12.70.

5.2.2. N'-(1-Ferrocenylethylidene)isonicotinohydrazide 8

Orange solid. Yield 92%. M.p. 183 °C. TH NMR (DMSO-dg) 6 10.93
(s, 1H), 8.82 (d, 2H, ] = 5.4 Hz), 7.86 (d, 2H, ] = 5.4 Hz), 4.78 (m, 2H),
4.49 (m, 2H), 4.29 (s, 5H), 2.30 (s, 3H). '*C NMR (DMSO-ds) 6 162.1,
161.2,150.0, 1414, 121.7, 82.3, 70.1, 69.2, 67.4, 16.0. MS (m/z): 347.20
(M*). Anal. Caled for CigHq7FeN30: C, 62.27; H, 4.94; N, 12.10.
Found: C, 62.54; H, 4.92; N, 12.20.

5.2.3. N'-(Ferrocenylmethylene)nicotinohydrazide 9

Red solid. Yield 83%. M.p. 212 °C. TH NMR (DMSO-dg) 6 11.74 (s,
1H), 9.06 (s, 1H), 8.75 (d, 1H, J = 3.5 Hz), 8.31 (s, 1H), 8.25 (d, 1H,
J=76Hz),756(t,1H,] = 4.7 Hz), 4.68 (m, 2H), 4.47 (m, 2H), 4.25 (s,
5H). 3C NMR (DMSO-dg) & 161.4, 152.5, 150.3, 148.9, 135.7, 129.9,
124.1, 79.2, 71.0, 69.4, 67.9. MS (m/z): 333.17 (M*). Anal. Calcd for
Cy7Hi5FeN30: C, 61.29; H, 4.54; N, 12.61. Found: C, 61.11; H, 4.32; N,
12.81.

5.2.4. 2-Amino-N'-(ferrocenylmethylene )benzohydrazide 10

Red crystals. Yield 89%. M.p. 159—160 °C. 'H NMR (CDCls) 5 8.98
(s, 1H), 8.05 (s, 1H), 7.4 (d, 1H, ] = 7.6 Hz), 7.26 (m, 1H), 6.7 (m, 2H),
5.5 (br, s), 4.70 (m, 2H), 4.41 (m 2H), 4.22 (s, 5H). 1>C NMR (DMSO-
dg) 6 165.3, 150.5, 1404, 132.1, 128.3, 1171, 115.6, 113.2, 79.4, 70.0,
69.5, 68.5. HRMS, calcd for CigHi7FeNsQ: 347.0721 [M*]; found
347.0730.

5.2.5. 4-Amino-N'-(ferrocenylmethylene )benzohydrazide 11

Brown solid. Yield 52%. M.p. 163—164 'H NMR (CDCls) 6 9.88 (br,
1H), 7.70 (s, 1H), 7.64 (d, 2H, ] = 3.8 Hz), 749 (d, 2H, / = 3.9 Hz), 4.73
(s, 2H), 4.54 (m, 2H), 4.21 (s, 5H), 4.19 (s, 2H). 1*C NMR (CDCl3)
6 167.7,162.1,150.8, 131.0, 128.9, 120.5, 69.7, 69.4, 69.2. HRMS, calcd
for CigH17FeN30: 347.0721 [M™]; found 347.0718.

5.3. Ferrocenylcarbohydrazine 13

To a solution of ferrocene carboxylic acid 12 (346 mg, 1.5 mmol)
in dichloromethane (40 mL) were added tert-butylcarbazate
(204 mg, 1.5 mmol) and EDCI (295 mg, 1.5 mmol). After stirring for
24 h at room temperature, the solution was hydrolyzed by water
(20 mL) and extracted with dichloromethane (3 x 15 mL). The
organic layers were dried over MgSO4 and evaporated under
vacuum. The residue was purified by column chromatography
(eluent:CH,Cl,/ethyl acetate: 6/4) to give ferrocenyl-(tertbutyloxy)
carbohydrazine (273 mg, 84%) as orange solid. '"H NMR (CDCl3)
d 764 (s, 1H), 6.63 (s, 1H), 4.74 (t, 2H, ] = 2 Hz), 438 (t, 2H,
J = 1.9 Hz), 4.29 (s, 5H), 1.52 (s, 9H). To a solution of ferrocenyl-
(tertbutyloxy)carbohydrazine (0.173 g, 0.488 mmol) in dichloro-
methane (2 mL) was added trifluoroacetic acid (1 mL) at 0 °C. After
stirring for 1 h at 20 °C, the mixture is neutralized by a saturated
Na,CO5 solution and extracted with CH,Cl, (3 x 15 mL). The organic
layers were dried over MgSO4 and evaporated under vacuum. The
residue was purified by column chromatography (eluent: CHxClp/
ethyl acetate/TEA:9/1/1) to give ferrocenylcarbohydrazine 13
(78 mg, 66%) as orange solid. M.p. 174 °C. 'H NMR (CDCl3) é 6.96
(1H, s); 4.65 (2H, s); 4.35 (2H, s); 4.21 (5H, s); 4.10 (2H, br). >C NMR
(CDCl3) 6 167.7, 71.8, 69.8, 69.3. MS (m/z): 244.08 (M*).

5.4. N-(Pyridin-4-ylmethylene)ferrocenylhydrazide 14

To ferrocenylcarbohydrazine 13 (119 mg, 0.488 mmol) in
ethanol (30 mL) was added pyridine-4-carboxaldehyde (52 mg,
0.488 mmol). After stirring for 4 h in the presence of molecular
sieves (3 A) at room temperature, the solution was evaporated
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under reduced pressure to give a brown oil. The product was
purified using column chromatography with methanol and ethyl
acetate (2/8) as eluent and crystallised with diethyl ether.
Compound was obtained as brown crystals (100 mg, 62%). M.p.
220 °C. 'H NMR (CDCl3) 4 9.22 (s, 1H), 8.72 (d, 2H, ] = 5.3 Hz), 7.64
(d, 2H, J = 5.9 Hz), 5.04 (br, 1H), 4.53 (m, 2H), 4.29 (m, 2H), 4.31 (s,
5H). 3C NMR (CDCl3) 6 154.8, 152.1, 135.8, 133.8, 123.8, 714, 69.9,
69.6. HRMS, caled for Ci7HisFeN3O: 333.0565 [M']; found
333.0571.

5.5. N-(Pyridin-3-ylmethylene)ferrocenylhydrazide 15

To ferrocenylcarbohydrazine 13 (145 mg, 0.594 mmol) in
ethanol (30 mL) was added pyridine-3-carboxaldehyde (63 mg,
0.589 mmol). After stirring for 4 h in the presence of molecular
sieves (3 A) at room temperature, the solution was evaporated
under reduced pressure to give brown oil. The product was purified
using column chromatography with methanol and ethyl acetate (2/
8) as eluent and crystallised with diethyl ether. Compound was
obtained as brown crystals (283 mg, 37%). M.p. 210—212 °C. 'H NMR
(CDCls) 6 9.31 (br, 1H), 8.90 (s, 1H), 8.72 (d, 1H, J = 4.2 Hz), 8.24 (m,
1H), 7.40 (t, 1H, ] = 5.2 Hz), 4.91 (br, 1H), 4.53 (m, 2H), 4.30 (m, 7H),
4.28 (s, 5H). NMR (DMSO-dg) 6 161.4, 154.5, 1524, 149.8, 135.5,
128.9,124.4,79.4, 71.5, 69.1,68.1. MS (m/z): 333.10 (M ™). Anal. Calcd
for Ci7H15FeN30: C, 61.29; H, 4.54; N, 12.61. Found: C, 61.45; H, 4.65;
N, 12.71.

5.6. N-(2-Aminophenylmethylene)ferrocenylhydrazide 16

To ferrocenylcarbohydrazine (102 mg, 0.42 mmol) in ethanol
(30 mL) was added 2-aminobenzaldehyde (50 mg, 0.42 mmol).
After stirring for 4 h in presence the of molecular sieves at room
temperature, the solution was filtered and evaporated under
reduced pressure to give yellow oil (100 mg, 68%). '"H NMR (CDCl3)
69.86 (s, 1H), 7.31 (d, J = 5.4 Hz), 711 (s, 1H), 7.09 (m, 1H), 6.91 (m,
1H), 6.71 (d, 1H, J = 6.1 Hz), 4.66 (m, 2H), 4.32 (m, 2H), 4.24 (s, 5H).
13C NMR (DMSO-dg) 6 163.2, 150.6, 146.3, 130.1, 128.0, 126.7, 117.6,
115.0, 79.6, 70.9, 69.0, 68.2. HRMS, calcd for C1gH17FeN30: 347.0721
[M*]; found 347.0726.

5.7. General procedure for the synthesis of ferrocenyl hydrazones
26-35

The hydrazones were prepared by reaction of 7-(chlor-
oquinolein-4-yl)hydrazine (243 mg, 1.22 mmol) or 6-chloro-9-
hydrazinyl-2-methoxyacridine (333 mg, 1.22 mmol) with the
appropriate ferrocenyl aminoaldehyde [24] (1.22 mmol) in meth-
anol (20 mL) in the presence of molecular sieves 3 A (4 g). After
stirring for 4 h under reflux, the resulting mixture was filtered and
concentrated under reduced pressure. Water (10 mL) was added to
the residue. The mixture was extracted with CH,Cl; (3 x 20 mL).
The organic layer was dried over MgSO4 and evaporated. After
purification by column chromatography, the oil was crystallised in
petroleum ether and CH,Cl,.

5.7.1. 1-(7-Chloroquinolin-4-yl)-2-(ferrocenylmethylene )hydrazine
26

Red solid. Yield 89%. M.p. 150 °C. "H NMR (CDCl3) 6 9.86 (s, 1H),
8.68 (d, 1H, ] = 4.7 Hz), 8.03 (d, 1H, ] = 8.9 Hz), 8.01 (s, 1H), 7.46 (d,
1H,J =91 Hz), 7.38 (d, 1H, ] = 4.7 Hz), 4.70 (d, 2H, ] = 1.9 Hz), 4.50
(d, 2H,J = 1.8 Hz), 4.17 (s, 5H). 3C NMR (CDCl3) 6 193.4, 150.3, 149.3,
142.6,136.4,128.6,128.5,125.6,124.9,121.4, 79.3, 73.2, 69.6. MS (m/
) 390.01 (M* *3Cl). Anal. Calcd for CyoH;sClFeNs: C, 61.65; H, 4.14;
N, 10.78. Found: C, 61.87; H, 4.21; N, 10.65.
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5.7.2. 1-(7-Chloroquinolin-4-yl)-2-(2-N,N-
dimethylaminomethylferrocenylmethylene )hydrazine 27

Red solid. Yield 61%. M.p. 158—160 °C."H NMR (CDCl3) 6 10.02 (s,
1H), 8.07 (d, 1H, ] = 4.5 Hz), 8.08 (d, 1H, ] = 8.7 Hz), 8.04 (s, 1H), 7.51
(d,1H, ] = 8.7 Hz), 740 (d, 1H. ] = 4.5 Hz), 4.70 (m, 2H), 4.50 (m, 2H),
414 (s, 5H), 3.75 (d, 1H, ] = 6.9 Hz), 3.26 (d, TH, ] = 6.9 Hz), 2.09 (s,
6H). 13¢ NMR (CDCl3) 6 151.0, 149.4, 142.6, 136.5, 128.7, 128.6, 125.6,
124.9,121.4, 75.9, 71.9, 70.4, 70.2, 44.8, 30.3, 29.7. MS (m/z) 446.90
(M* 35Cl). Anal. Calcd for Co3Ho3ClFeNs: C, 61.83; H, 5.19; N, 12.54.
Found: C, 62.01; H, 5.32; N, 12.42.

5.7.3. 1-(7-Chloroquinolin-4-yl)-2-(2-N-
pyrrolidinomethylferrocenylmethylene Jhydrazine 28

Red solid. Yield 95%. M.p. 164—166 °C. '"H NMR (MeOD-d,)
510.04 (s, 1H), 8.43 (d, 1H,J = 6.0 Hz), 8.21 (d, 1H, J = 8.7 Hz), 7.82 (s,
1H), 7.46 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 7.37 (d, 1H, ] = 6.0 Hz), 4.98 (5, 1H), 4.75
(s, 1H), 4.45 (s, 1H), 4.38 (s, 1H), 4.17 (s, 5H), 4.08 (d, 1H, / = 13.1 Hz),
3.62 (d, 1H,J = 13.1 Hz), 2.60 (m, 4H), 1.78 (m, 4H). *C NMR (MeOD-
ds) 0 148.5,145.4,143.7,138.5, 135.1,128.7, 127.3, 124.9,122.9, 115 4,
84.5, 78.6, 72.2, 69.5, 68.7, 66.1, 53.1, 52.2, 22.8. MS (m/z) 472.94
(M*33Cl). Anal. Calced for CasHasCIFeNy: C, 63.51; H, 5.33; N, 11.85.
Found: C, 63.25; H, 5.30; N, 11.90.

5.7.4. 1-(7-Chloroquinolin-4-yl)-2-(2-N-
piperidinomethylferrocenylmethylene)hydrazine 29

Red solid. Yield 91%. M.p. 172-174 °C. 'H NMR (DMSO-ds)
610.97 (s, 1H), 8.88 (d, 1H,J = 4.7 Hz), 8.36 (d. 1H,J = 7.7 Hz), 8.21 (s,
1H), 8.18 (d, 1H,J = 7.7 Hz), 7.81 (d, 1H, ] = 4.6 Hz), 4.77 (s, 1H), 4.43
(s, 1H), 4.38 (s, 1H), 4.16 (s, 5H), 3.66 (d, 1H, J = 12.8 Hz), 2.75 (d, 1H,
J = 12.8 Hz), 2.36 (m, 4H), 143 (m, 4H), 1.32 (m, 2H). *C NMR
(DMSO-ds) 6 152.4, 149.3, 1418, 135.8, 129.2, 128.6, 128.0, 126.3,
124.7,122.6, 80.6, 78.8, 74.7, 73.2, 70.0, 69.2, 57.6, 53.9, 25.8, 24.4.
MS (mfz) 486.94 (M*33Cl). Anal. Calcd for CHz7ClFeNy: C, 64.15;
H, 5.59; N, 11.51. Found: C, 64.31; H, 5.71; N, 11.24.

5.7.5. 1-(7-Chloroquinolin-4-yl)-2-(2-N-
morphilinomethylferrocenylmethylene)hydrazine 30

Red solid. Yield 74%. M.p. 212—214 °C, '"H NMR (MeOD-dy) § 10.2
(s, 1H), 8.40 (d, 1H, J = 5.7 Hz), 8.19 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.80 (s, 1H),
7.44 (d, 1H, ] = 7.9 Hz), 731 (d, 1H, ] = 5.9 Hz), 5.47 (s, 1H), 4.83 (s,
1H), 4.52 (s, TH), 4.45 (s, 1H), 4.18 (s, 5H), 3.89 (d, 1H, J = 15.7 Hz),
3.64 (m, 4H), 3.49 (d, 1H, J = 145 Hz), 3.46 (m, 4H). ®C NMR
(DMSO-dg) & 152.6, 149.0, 140.6, 134.3, 133.3, 129.8, 126.4, 124.8,
124.7,1221,83.1,79.6, 73.2, 70.1, 694, 66.9, 66.5, 56.5, 53.3. MS (m/
7)488.94 (M* °Cl). Anal. Calcd for CsH,5CIFeN4O: C, 61.43; H, 5.16;
N, 11.46. Found: C, 61.32; H, 5.12; N, 11.34.

5.7.6. 1-(6-Chloro-2-methoxyacridin-9-yl)-2-
(ferrocenylmethylene Jhydrazine 31

Red solid. Yield 90%. M.p. 117—119 °C. TH NMR (CHCl3) 6 9.96 (s,
1H), 8.55 (d, 1H,J = 4.2 Hz), 8.19 (s, 1H), 8.07 (d, 1H, ] = 9.2 Hz), 7.85
(d, 1H, J = 8.5 Hz), 7.48 (dd, 1H, J = 8.5 Hz and 4.6 Hz), 7.11 (d, 1H,
J=2.3Hz),4.80 (s, 2H), 4.61 (s, 2H), 4.28 (s, 5H), 3.9 (s. 3H). *CNMR
(CDCl3) 6 93.8, 157.3, 147.3, 146.7, 133.7, 131.9, 130.8, 127.9, 1274,
1271, 126.2, 125.1, 103.2, 79.4, 73.2, 69.7, 55.0. MS (m/z) 469.90
(M*+ 35Cl). Anal. Calcd for Cy5H»pClFeN30: C, 63.92; H, 4.29; N, 8.95.
Found: C, 64.21; H, 4.40; N, 9.25.

5.7.7. 1-(6-Chloro-2-methoxyacridin-9-yl)-2-(2-N,N-
dimethylaminomethylferrocenylmethylene )hydrazine 32

Red solid. Yield 80%. M.p. 130 °C. 'H NMR (DMSO-dg) 6 10.98 (s,
1H), 9.15 (d, 1H,J = 11.5 Hz), 8.87 (s, 1H), 8.40 (d, 1H, J = 9.5 Hz), 8.10
(d. 1H,J = 11.4 Hz), 7.81 (s, 1H), 7.17 (d. 1H, ] = 10.0 Hz), 5.10 (s, 1H),
4.87 (s, 1H), 4.52 (s, 1H), 4.39 (s, 1H), 4.20 (s, 5H), 3.82 (s, 3H), 3.36
(d, TH, J = 12.3 Hz), 2.50 (d, 1H, J = 12.1 Hz), 2.14 (s, 6H).3C NMR
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(DMSO-dg) 6 195.8, 153.9, 146.2, 145.9, 143.4, 141.0, 134.6, 132.3,
127.7,120.3,119.6, 116.4, 114.6,106.7, 82.4, 78.2, 74.7, 73.1, 69.8, 68.3,
57.3, 56.5, 44.8. MS (m/z) 526.89 (M*35Cl). Anal. Calcd for
CasHa7CIFeN,0: C, 63.83; H, 5.17; N, 10.63. Found: C, 63.91; H, 5.22;
N, 10.73.

5.7.8. 1-(6-Chloro-2-methoxyacridin-9-yl)-2-(2-N-
pyrrolidinomethylferrocenylmethylene )hydrazine 33

Red solid. Yield 94%. M.p. 120—122 °C. 'H NMR (MeOD-dy)
5 10.44 (s, 1H), 8.88 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 8.68 (s, 1H), 8.09 (d, 1H,
J = 110 Hz), 7.59 (s, 1H), 6.98 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 6.78 (d, 1H,
J = 11.2 Hz), 4.90 (s, 1H), 4.52 (s, 1H), 4.45 (s, 1H), 4.17 (s, 5H), 3.96
(d, 1H, J = 12.8 Hz), 3.87 (s, 3H), 3.57 (d, 1H, J = 12.9 Hz), 3.12 (m,
4H), 2.16 (m, 4H). 13C NMR (MeOD-d,) 6 195.8, 153.9, 149.2, 145.9,
143.4, 141.0,134.6, 132.3,127.7. 120.3, 119.6, 116.5, 114.7, 106.7, 85.0,
78.9, 75.4, 72.8, 69.8, 67.2, 55.7, 54.0, 46.2, 11.5. MS (m/z) 552.97
(M*33C1), Anal. Calcd for C3oH,9CIFeN4O: C, 65.17; H, 5.29; N, 10.13.
Found: C, 65.01; H, 5.40; N, 10.24.

5.7.9. 1-(6-Chloro-2-methoxyacridin-9-yl)-2-(2-N-
piperidinomethyiferrocenylmethylene )hydrazine 34

Red solid. Yield 64%. M.p. 130—132 °C. 'H NMR (DMSO-ds)
410.01 (s, 1H), 8.52 (s, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.87 (d, 1H, J = 11.4 Hz), 7.81
(d, 1H, ] = 9.5 Hz), 7.45 (d, 1H, ] = 11.4 Hz), 7.06 (s, 1H), 6.92 (d, 1H,
J=9.0Hz),4.91 (s, 1H), 4.57 (s, 1H), 4.52 (s, 1H), 4.21 (s, 5H), 3.92 (s,
3H),3.56 (d, 1H, J = 13.4 Hz), 3.42 (d, 1H, ] = 13.1 Hz), 2.40 (m, 4H),
1.52 (m, 4H), 1.37 (m, 2H). >C NMR (DMSO0-ds) 6 193.8,150.9, 145.2,
138.0, 136.3, 130.6, 129.4, 128.2, 1270, 122.7, 121.8, 120.3, 107.7,
101.0, 80.9, 78.5, 75.5, 74.0, 71.9, 711, 57.3, 56.9, 54.7, 26.2, 24.8. MS
(m/z) 566.91 (M* 33Cl). Anal. Calcd for C31Hz3;ClFeN4O: C, 65.68; H,
5.51; N, 9.88. Found: C, 65.83; H, 5.44; N, 10.03.

5.7.10. 1-(6-Chloro-2-methoxyacridin-9-yl)-2-(2-N-
morphilinomethylferrocenylmethylene )hydrazine 35

Red solid. Yield 94%. M.p. 117—-119 °C. H NMR (DMSO-dg)
6 10.44 (s, 1H), 8.88 (d, 1H, ] = 9.0 Hz), 8.68 (s, 1H), 8.09 (d, 1H,
J = 11.0 Hz), 7.45 (s, 1H), 7.03 (d. 1H, J = 8.1 Hz). 6.78 (d, 1H,
J=11.0Hz), 4.87 (s, 1H), 4.52 (s, 1H), 4.45 (s, 1H), 4.20 (s, 5H), 3.96
(s, 3H), 3.89 (d, 1H, J = 123 Hz), 3.84 (m, 4H), 3.74 (d, 1H,
J =111 Hz), 3.50 (m, 4H). 3C NMR (DMSO-dg) 6 195.8, 155.9, 150.2,
145.0, 143.5, 141.4, 1345.6, 132.3, 128.7, 120.3, 119.6, 117.5, 113.7,
109.7, 82.1,78.4, 74.3, 73.1, 69.8, 68.9, 65.5, 57.5, 55.7, 54.3. MS (m/z)
568.96 (M* 3Cl). Anal. Calcd for C3gHz9CIFeN4O;: C, 63.34; H, 5.14;
N, 9.85. Found: C, 63.12; H, 5.20; N, 9.75.

5.8. General procedure for synthesis of ferrocenic esters 43—45

To a solution of the appropriate carboxylic acid (1.6 mmol) in
dichloromethane (20 mL) was added 4-dimethylaminopyridine
(0.16 mmol) followed by ferrocenyl methanol (1.5 mmol). The
mixture was cooled at 0 °C and dicyclohexylcarbodiimide
(1.5 mmol) was added. After stirring at 20 °C for 24 h, the DCU
precipitate was removed by filtration. The filtrate was washed by an
aqueous K>COj3 solution (2 x 20 mL). The organic layer was dried
over MgS0O4 and evaporated under vacuum to give the crude oil.
The product was purified using column chromatography (eluent:-
petroleum ether/diethyl ether: 5/5).

5.8.1. Ferrocenylmethyl-2-pyrazinecarboxylate 43

Yellow solid. Yield 79%. M.p. 79 °C. TH NMR (CDCl3) 6 9.26 (d, 1H,
J=13Hz),870(d, 1H, J = 2.2 Hz), 8.67 (dd, 1H, / = 1.3 and 2.2 Hz).
5.26 (s, 2H), 4.37 (m, 2H), 4.19 (s, 5H), 4.18 (m, 2H). *C NMR (CDCl3)
0 163.7,147.5, 146.3, 144.4, 143.6, 80.2, 7011, 69.1, 68.6, 64.7. HRMS,
calcd for CigH14FeN20;: 322.0405 [M*]; found 322.0421.
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5.8.2. Ferrocenylmethyl-2-quinoxalinecarboxylate 44

Yellow solid. Yield 96%. M.p. 97 °C. 1H NMR (CDCl3) 6 9.49 (s, 1H),
8.26(dd,1H,j=8.0and 1.7 Hz), 8.16 (dd, 1H, ] = 8.8 and 1.9 Hz), 7.80
(m, 2H), 5.34 (s, 2H), 4.42 (m, 2H), 4.21 (s, 5H), 412 (m, 2H). °C
NMR (CDCl3) 6 163.9, 145.0, 143.6, 142.7, 141.6, 132.3, 131.0, 130.6,
129.3, 804, 70.2, 69.1, 68.7, 64.9.-HRMS, calcd for CygHi6FeN,0;:
372.0561 [M*]; found 372.0545.

5.8.3. Ferrocenylmethyl-3-nicotinate 45

Yellow solid. Yield 70%. M.p. 250 °C. 'H NMR (CDCl3) 6 9.24 (s,
1H), 8.90 (m, 2H), 8.01 (d, 1H, ] = 7.6 Hz), 5.65 (s, 2H), 4.51 (m, 2H),
435 (m, 2H), 4.29 (s, 5H). *C NMR (CDCl3) 6 166.2, 151.9, 148.2,
1349, 1243, 823, 70.2, 68.7, 68.9, 68.5. HRMS, calcd for
Ci7H1sFeNO,: 321.0452 [M+]; found 321.0445.

5.9. (N-Ferrocenylmethyl)-2-pyrazinamide 54

To a solution of 2-pyrazinecarboxylic acid (152 mg, 1.23 mmeol)
and ferrocenylmethylamine (290 mg, 135 mmol) in dichloro-
methane (20 mL) was added bromo-tris-pyrrolidinophosphonium
hexafluorophosphate (590 mg, 1.26 mmol) at 0 °C. Diisopropylé-
thylamine (0.66 mL, 2.54 mmol) was slowly added to the mixture
for 5 min at 0 °C. After stirring for 1 h at 20 °C, the mixture was
hydrolyzed by water and extracted with CHCl (3 x 30 mL). The
organic layer was washed with 1 N HCl (20 mL), aqueous saturated
K2CO3 solution (40 mL) and dried over MgSQ4 before removing the
solvent under reduced pressure. The oil was purified by column
chromatography (CH,Cl,/MeOH: 1/1) to give 54 as a yellow solid
(138 mg, 35%). M.p. 192 °C. 'H NMR (CDCl3) 6 9.44 (d, 1H, J = 1.4 Hz),
8.76 (d, 1H, ] = 2.4 Hz), 8.53 (dd, 1H, ] = 2.4 and 1.4 Hz), 4.35 (s, 2H),
4.26 (m, 2H), 4.25 (s, 5H), 4.18 (m, 2H). *C NMR (CDCl3) 6 162.3,
147.3,144.5,142.6, 142.5, 84.6, 68.6, 68.2, 68.1, 38.5. HRMS, calcd for
Ci6Hi5FeN30: 321.0565 [M*]; found: 321.0572.

5.10. (N-Ferrocenylmethyl)-2-quinoxalinenamide 55

To a solution of 2-quinoxalinecarboxylic acid (100 mg,
0.57 mmol) and ferrocenylmethylamine (136 mg, 0.63 mmol) in
dichloromethane (20 mL) was added bromo-tris-pyrrolidinophos-
phonium hexafluorophosphate (268 mg, 0.57 mmol) at 0 °C. Dii-
sopropylethylamine (0.30 mL, 1.72 mmol) was slowly added to the
mixture for 5 min at 0 °C. After stirring for 1 h at 20 °C, the mixture
was hydrolyzed by water and extracted with CH,Cl; (3 x 30 mL).
The organic layer was washed with HCl 1 N (20 mL), aqueous
saturated K,CO3 (40 mL) and dried over MgSQOy4 before removing
the solvent under reduced pressure, The oil was purified by column
chromatography (petroleum ether/diethyl ether/triethylamine: 3/
1/2) to give 55 as a yellow solid (143 mg, 68%). M.p. 127 °C. "TH NMR
(CDCl3) 6 9.72 (s, 1H), 8.20 (dd, 1H, j = 7.8 and 1.7 Hz), 8.12 (dd, 1H,
J = 8.0 and 1.9 Hz), 7.87 (m, 2H), 4.38 (m, 2H), 4.32 (s, 5H), 4.30 (s,
2H), 4.20 (m, 2H). 13C NMR (CDCl3) 6 162.6,143.9,143.5,143.4,140.3,
131.6,130.8,129.6, 139.5, 85.1, 68.6, 68.3, 68.2, 38.5. HRMS, calcd for
CoH{7FeN30: 371.0721 [M™']; found: 371.0742.

5.11. (N-Ferrocenylmethyl)-3-pyridinamide 56

To a solution of 3-pyridinecarboxylic acid (412 mg, 3.28 mmol)
and ferrocenylmethylamine (705 mg, 3.28 mmol) in dichloro-
methane (30 mL) was added 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide (643 mg, 3.28 mmol). After stirring overnight at
20 °C, the mixture was hydrolyzed by water and extracted with
CH,Cl; (3 x 30 mL). The organic layer was washed with HCl 1 N
(20 mL), aqueous saturated K>CO3 (40 mL) and dried over sodium
sulfate before removing the solvent under reduced pressure. The oil
was purified by column chromatography (ethyl acetate/diethyl

© 2011 Tous droits réservés.

ether/methanol: 5/5/1) to give 56 as a yellow solid (611 mg, 63%).
M.p. 155 °C. TH NMR (CDCl3) 6 8.86 (s, 1H), 8.60 (d, 1H, J = 3.9 Hz),
8.04(d, 1H,J = 8.0 Hz), 7.29(dd, 1H, j = 8.0 and 4.1 Hz), 6.65 (s, 1H),
4.28 (s, 2H), 4.18 (m, 2H), 4.11 (s, 5H), 4.09 (m, 2H). *C NMR (CDCl3)
8 165.1, 152.2, 147.9,135.3, 123.7, 84.3, 68.8, 68.7, 68.5, 39.7. Anal.
Calcd for Cy7Hq6FeN,0: C, 63.77; H, 5.04; N, 8.75. Found: C, 63.58; H,
5.05; N, 8.73.

5.12. (N-Ferrocenylmethylquinoline)-3-carboxamide 57

To a solution of 3-quinolinecarboxylic acid (276 mg, 1.6 mmol)
and ferrocenylmethylamine (340 mg, 1.6 mmol) in dichloro-
methane (30 mL) was added 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide (306 mg, 1.6 mmol). After stirring overnight at 20 °C,
the mixture was hydrolyzed by water and extracted with CH,Cl,
(3 x 30 mL). The organic layer was washed with 1 N HCI (20 mL),
aqueous saturated K>CO; (40 mL) and dried over sodium sulfate
before removing the solvent under reduced pressure. The oil was
purified by column chromatography (ethyl acetate/diethyl ether/
triethylamine: 4/4/2) to give 57 as a yellow solid (349 mg, 59%).
M.p. 193 °C. 'H NMR (CDCl3) 6 9.29 (d, 1H, J = 2.2 Hz), 8.59 (d, 1H,
J=19Hz),8.14(d, 1H,J = 8.5Hz),7.89 (d, 1H,J = 8.1 Hz), 7.80 (t, 1H,
J=7.7Hz), 7.61 (t, 1H,] = 7.7 Hz), 6.56 (br, 1H), 4.43 (m, 2H), 4.21 (m,
2H), 4.20 (s, 5H). C NMR (CDCl3) § 165.0, 155.0, 149.1, 148.0, 135.7,
131.2,129.3,128.7,127.5, 126.9, 71.6, 68.6, 68.4, 39.7. Anal. Calcd for
Ca1HigFeNyO: C, 68.13; H, 4.90; N, 7.57. Found: C, 67.89; H, 4.94; N,
7.51.

5.13. (N-Ferrocenylmethylquinoline)-2-carboxamide 58

To a solution of 2-quinolinecarboxylic acid (276 mg, 1.6 mmol)
and ferrocenylmethylamine (340 mg, 1.6 mmeol) in dichloro-
methane (30 mL) was added 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide (306 mg, 1.6 mmol). After stirring overnight at 20 °C,
the mixture was hydrolyzed by water and extracted with CH,Cl,
(3 x 30 mL). The organic layer was washed with 1 N HCI (20 mL),
aqueous saturated K>CO3 (40 mL) and dried over sodium sulfate
before removing the solvent under reduced pressure. The oil was
purified by column chromatography (ethyl acetate/diethyl ether/
triethylamine: 4/4/2) to give 58 as a yellow solid (183 mg, 31%). M.p.
161 °C. 'H NMR (CDCl3) ¢ 8.56 (br, 1H), 8.26 (m, 2H), 8.05 (d, 1H,
J=84Hz),781(d,1H,] =81 Hz), 7.67 (t, 1H,] = 7.5 Hz), 7.54 (t, 1H,
J=75Hz), 427 (m, 2H), 4.26 (s, 5H), 4.11 (m, 2H). *C NMR (CDCl3)
0 163.8, 149.8, 146.5, 137.5, 130.1, 129.7, 129.3, 127.9, 127.7, 118.9,
68.6, 68.1, 68.1, 38.3. Anal. Calcd for C1HqgFeN,0: C, 68.13; H, 4.90;
N, 7.57. Found: C, 67.73; H, 5.02; N, 7.32.

5.14. (4-Ferrocenylmethylpiperazin-1-yl)(pyrazin-2-yl)methanone 59

To a solution of 2-pyrazinecarboxylic acid (49 mg, 0.39 mmol)
and ferrocenylmethylpiperazine (102 mg, 0.39 mmol) in dichloro-
methane (30 mL) was added 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide (67 mg, 0.35 mmol). After stirring overnight at 20 °C,
the mixture was hydrolyzed by water and extracted with CH,Cl,
(3 x 30 mL). The organic layer was washed with 1 N HCI (20 mL),
aqueous saturated K,CO; (40 mL) and dried over sodium sulfate
before removing the solvent under reduced pressure. The oil was
purified by column chromatography (diethyl ether/methanol: 8/2)
to give 59 as a yellow solid (68 mg, 45%). M.p. 108—110 °C. 'TH NMR
(CDCl3) 5 8.91 (d, 1H, J = 1.5 Hz), 8.62 (d, 1H, J = 2.6 Hz), 8.52 (dd, 1H,
J =26 and 1.5 Hz), 4.20 (m, 2H), 4.12 (m, 2H), 4.13 (s, 5H), 3.70 (m,
4H), 3.41 (s, 2H), 2.47 (m, 4H). >C NMR (CDCl3) 6 1612, 149.4, 145.6,
145.2, 142.5, 70.2, 68.6, 68.2, 58.2, 52.6, 52.1, 47.0, 42.3. Anal. Calcd
for CyoHyoFeN4O: C, 61.55; H, 5.68; N, 14.36. Found: C, 59.92; H,
5.70; N, 14.07.
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5.15. (4-Ferrocenylmethylpiperazin-1-yl)(quinoxalin-2-yl)
methanone 60

To a solution of 2-quinoxalinecarboxylic acid (61 mg,
0352 mmol) and ferrocenylmethylpiperazine (100 mg,
0.352 mmol) in dichloromethane (30 mL) was added 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide (67 mg, 0.35 mmol). After
stirring overnight at 20 °C, the mixture was hydrolyzed by water
and extracted with CH>Cl; (3 x 30 mL). The organic layer was
washed with 1 N HCl (20 mL), aqueous saturated K>CO3 (40 mL) and
dried over sodium sulfate before removing the solvent under
reduced pressure. The oil was purified by column chromatography
(ethylacetate/methanol: 8/2) to give 60 as a yellow solid (48 mg,
31%). M.p. 130 °C. '"H NMR (CDCl3) 6 9.16 (s, 1H), 8.12 (m, 2H), 7.85
(m, 1H), 4.20 (m, 2H), 4.18 (m, 2H), 4.14 (m, 2H), 4.13 (s, 5H), 3.81
(m, 4H), 345 (s, 2H), 2.53 (m, 4H). 1*C NMR (CDCl3) 6 165.2, 148.1,
145.2, 142.2, 140.2, 131.1, 130.7, 129.7, 129.3, 70.2, 68.5, 68.2, 58.2,
52.7,52.1, 471, 42.4. Anal. Calcd for Co4Ha4FeN4O: C, 65.47; H, 5.49;
N, 12.72. Found: C, 65.00; H, 5.54; N, 12.34.

5.16. Activity against M. tuberculosis HzzRv strain

Susceptibility testing with the BACTEC MGIT 960 system (Becton
Dickinson) was performed according to the manufacturer’s recom-
mendations, For pyrazinamide and ferrocenyl derivatives 43—45 and
54—60, the pH of the media was 6 using Bactec MGIT 960 PZA (BD).
Test compounds were dissolved in dimethyl sulfoxide or in meth-
anol. 390 pl of diluted test compounds was added to MGIT 7 mL
tubes supplemented with 0.8 mL of the provided enrichment solu-
tion. Susceptibility testing was performed by minimal inhibitory
concentration (MIC) determination. Serial twofold dilution of
a 1280 mg/l solution of each drugs were added to MGIT tubes to
achieve final concentration ranging from 64 to 0.25 mg/L. All the
drug-containing tubes were inoculated with 0.5 mL of the positive
broth culture. Mycobacterial suspensions were used undiluted from
2 days following the detection of growth, while the suspensions
were diluted 1:5 with sterile saline from days 3 to 5. A SIRE drug-free
control was inoculated with 0.5 ml of a 10~2 dilution of the positive
culture broth in sterile saline. The tubes were then placed in a BAC-
TEC 960 set carrier and incubated in the instrument. The tubes were
continuously monitored until the results indicating susceptibility or
resistance were automatically interpreted and reported using pre-
defined algorithms that compared growth in the drug-containing
tube to that in the control tube.
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CHAPITRE 1V : Synthese et Activité Antipaludique In Vitro
Des 4-Aminoquinoléines Ferrocéniques

L. INTRODUCTION

Les 4-aminoquinoléines sont reconnues et utilisdeguis longtemps, dans le monde
entier pour le traitement et la prévention du pisiongt. En effet, en 1941, des produits dérivés
de la quinine ont été introduits dans le traitemeéatpaludisme. lls ont la capacité de
s’accumuler dans ’hématie parasitée et d’'inhibesrbissance du parasite.

La chloroquine est la 4-aminoquinoléine de synth@gsus étudiée et la connaissance
de son mécanisme d’action semble étre le plus @&eanlinsi, elle s’accumule dans la
vacuole digestive du parasite ou elle va exercer aivité antipaludique en inhibant la
conversion de I'heme toxique issu de la dégradatien’némoglobine en hémozoine, un
cristal inerte, qui conduit & des dommages meminemat & la mort du parasité: > *

En raison de son faible colt et son efficacité mepumable, la chloroquine a été trop
largement utilisée. Il en a résulté 'émergencka gtropagation de souches résistantes dans le
monde entier.

Ainsi, depuis la découverte de ces résistancesiquits équipes de recherches se sont
penchées sur le sujet, en vue de trouver de noxeadipaludiques et donc lutter contre ces
résistances. Non seulement en Afrique, notammerBénin® au Rwand&, et au Gabon,
mais aussi dans le reste du monde, au CamBbdeg,chercheurs se mobilisent sur I'étude
des activités antiplasmodiales des plantes. D'audrpiipes s'intéressent aux antipaludiques
de synthese. En effet, suite a la connaissanceyde de vie du parasite, des molécules
ciblant directement un ou plusieurs stades de éualdppement, sont synthétisées. Ainsi, trés
recemment, ont été découverts des inhibiteurs déachucléique,*® des gamétocytocidts
et des schizonticided. Aussi, des molécules duatés (combinaison de deux molécules
biologiqguement actives) et des dérivés organonigt@> furent synthétisés et étudiés en
trailt6er1r;ent antipaludique. Deux exemples de moléchigrides sont illustrés dans la Figure
63.7

! Ridley, R. G. et al. Ann. Trop. Med. Parasitol. 1997, 5, 559 — 566.

2 Dorn, A et al. Biochem. Pharmacol. 1998, 55, 727 — 736.

3 Dorn, A. et al. Biochem. Pharmacol. 1998, 55, 737 — 747.

*Dorn, A. et al. Nature. 1995, 374, 269 — 271.

> Adjobimey, T. et al. C. R. Chimie 2004, 7, 1023 — 1027.

e Muganga, R. et al. Journal of Ethnopharmacology 2010, 128, 52 —57.
’ Lekana-Douki, J. B. et al. Journal of Ethnopharmacology 2011, 133, 1103 — 1108
® Hout, S. et al. Journal of Ethnopharmacology 2006, 107, 12 — 18.

o Crowther, G.J. et al. Mol. Biochem. Parasitol. 2011, 175, 21 — 29.
Hunt, S. Y. et al. Mol. Biochem. Parasitol. 2005, 144, 198 — 205.
“vale, N. et al. Euro. J. Med. Chem. 2009, 44, 2506 — 2516.

12 Casagrande, M. et al. Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 6813 — 6823.

B Romeo, S. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2004, 14, 2931 — 2934.
 Chavain, N. et al. Bioorg. Med. Chem. 2009, 17, 8048 — 8059.

> \Wu, X. et al. Eur. J. of Pharm. Sc. 2006, 27, 175 — 187.

'® Bellot, et al. J. Med. Chem. 2010, 53, 4103 — 4109.

Y Wenzel, N. I. et al. J. Med. Chem. 2010, 53, 3214 — 3226.
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O > H
HNA©/_N/\:><O} NS NR
N 2% N 2%

Trioxaferroquine j
Figure 63 : Structures chimiques de deux drogues duales.

Nous nous sommes intéressés a la famille des 4eguoimoléines. L'objectif était,
tout en gardant le motif quinoléique, de modifi@idngueur de la chaine alkyle linéaire par
l'introduction d’'un hétérocycle azoté saturé, étaduire un ferrocéne en bout de chaine.

II. LES COMPLEXES METAL-CQ DANS LE TRAITEMENT DU
PALUDISME

La synergie entre un métal et un médicament axgikbiede pour obtenir des agents
métalliques antipaludiques efficacdds.'® 2° Le succés remarquable est venu de la
modification de la CQ par des fragments contenantngétal, une stratégie intensément
poursuivie par Sanchez-Delgado et al. Plusieurs ptoras métalliques ont été ainsi
synthétisés avec des activités antipaludiques eageanted” 2 22 le complexe
[Au(PPh)(CQ)]PFs, (k, Figure 64) cause l'inhibition marquée Rlasmodium berghest est
tres efficace contre des souchesRlasmodium falciparunCQ-résistantes FcB1 et FcB2
(Tableau 22¥° ?* Aussi, sa pré-incubation dans des globules rongasnfectés, entraine une
protection contre des infections ultérieures.20

J\A/ K HNJ\A/NB; J\A/
HN N~ HN N
N
X3 PFs P N
cl N
= cr cl N/
Cl N Ru
cl cld
| crRu
,Tu
L PPh, _

[Ru"(n®-benzéne)ClL(CQ)] ,
[Au(PPh3)(CQIIPFs K [Ru'(n®-p-cymene)Cl(CQ)] , | “ Z 2 m
3 s

Figure 64 : Structures chimiques de [Au(PICQ)]PF (k), de [RY(n°-p-cyméne)GICQ)]
() et de [RU(n®-benzéne)G(CQ)] (M).

18 Sanchez-Delgado, R. A.; Anzellotti, A. Mini Rev. Med. Chem. 2004, 4, 23 — 30.
® Sharma, V. Mini Rev. Med. Chem. 2005, 5, 337 —351.

%% Navarro, M. Coord. Chem. Rev. 2009, 1619 — 1626.

! Navarro, M.; Pekerar, S.; Pérez, H. A. Polyhedron. 2007, 26, 2420 — 2424.

*? Rajapakse, C. S. K. et al. Inorg. Chem. 2009, 48, 1122 — 1131.
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Tableau 22 :Activité antiplasmodiale de [Au(PBRICQ)]PFs, (k) sur FcB1 et FcB2.

(Clsp en uM).
Molécules FcB1 FcB2
k 0.04 0.02
CQ 0.05 0.11

Récemment, une série de complexes organo-Ru(Ilr@&@E synthétisée et examinée
sur plusieurs souches dre falciparum(Figure 64). Ces complexes ont montré une bonne
activité sur des parasites CQ-résistants par rapdarchloroquine (Tableau 23).

Tableau 23 :Résultat du test d’activité dem et CQ sur trois souches chloroquino-

résistantes (CI150 en puM).

Molécules Dd2 K1 W2
CQ 1.2 1.8 2.1

I 0.48 0.6 1.7

m 0.44 0.51 1.6

La complexation par un métal des médicaments datgpes existants, représente
une option importante dans I'amélioration de l'editité des antipaludiques qui mérite d’étre
explorée. En effet, le potentiel antipaludique demplexes Métal-CQ contre les souches
résistantes d. falciparuma été démontré dans un certain nombre décdd.a résultante
de cette complexation est la modification de lacttire chimique de la CQ, qui a pour
conséquence I'empéchement radical de I'expulsioladgQ hors de la vacuole digestive par
les transporteurBfCRT. Ainsi, I'amélioration d’activité de dérivés kéd-CQ observée, peut
étre due, dans un premier temps, a I'importanteraotation dans la vacuole digestive des

parasites résistants.

Une autre stratégie a base de métal intéressantdeptraitement du paludisme a été
révélée en 1997, quand la ferroquine (FQ) a étéhstisée pour la premiere fois. Elle résulte
de l'incorporation du ferrocene (Fc) dans la chafig/le de la CQ (Schéma 22) qui lui

conféere

lipophilie,

rigiditt et un comportement ogd trois propriétés

renforcant

potentiellement son action antipaludique. Comm&€@, la FQ inhiberait la formation de

I'némozoine?®

La FQ est extrémement active contre des souchesrochilino-sensibles et
chloroquino-résistantes de. falciparum La FQ est un des projets antipaludiques les plus
avancés de Sanofi-Aventis. Comme recommandé pM3Celle est actuellement testée en
phase clinique Il-b en combinaison avec lartéseinaur des patients souffrant du

paludisme?® ¢’

3 Martynez, A. et al. J. Biol. Inorg. Chem. 2008, 13, 703 — 712.
24 Martynez, A. et al. J. Biol. Inorg. Chem. 2009, 14, 863 — 871.

z brocard, J. et al. US6127543 brevet.

% Fraisse, L.; Ter-Namissian, D. International Patent PCT/FR2006/000842, 2006.
?’ http://clinicaltrialsfeeds.org/clinical-trials/show/NCT00563914. Consulté le 17 mai 2011.

© 2011 Tous droits réservés.

149

http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Gabin Mwande-Maguene, Lille 1, 2011

CHAPITRE 1V : Synthese et Activité Antipaludique In Vitro
Des 4-Aminoquinoléines Ferrocéniques

Fe
( Ferrocéne (Fc)
N\/

HNJ\/\/ H

IN T/
—_—
e} N/ Cl \N @

Chloroquine (CQ) Ferroquine (FQ)

Schéma 22 Incorporation du Fc dans la CQ pour donner la FQ.

Cela dit, une émergence future de souches résstania FQ n’est pas a négliger. Il
est donc primordial de continuer a développer deiveaux analogues quinoléiques
ferrocéniques contre d’éventuelles souches résestanla FQ. C’est dans cette optique, que

nous nous sommes orientés sur la synthese de eridehdminoquinoléines ferrocéniques.

III. SYNTHESE DES 4-AMINOQUINOLEINES FERROCENIQUES
II1.1. Objectif de travail

Tout en conservant le noyau quinoléique, les ndewel4-aminoquinoléines
ferrocéniques different de la FQ par la positionfeluocene. En effet, dans la FQ, le Fc est
compris entre les deux atomes d'azote de la chalkge. Nous avons opté pour un
positionnement du Fc plutot en bout de chaine.iAtnst en faisant varier la longueur de la
chaine, le Fc est espacé du noyau quinoléiquergaciiaine alkyle liée a un hétérocyclique
saturé ou carbocycle possédant deux fonctions amieus avons ainsi synthétisé deux
séries de molécules (Figure 65).

Série 1 Série 2

H H
N N
L NN
— " Fe
HN/ﬁn\” HN @
m n=0,2-4 m n=2.3
cl N cl e

Figure 65 :Formules chimiques des deux séries des 4-aminogines ferrocéniques.
La synthése de ces dérives ferrocéniques se faibsmgrandes étapes.
Pour la série 1: il y aura d’abord la synthesediasiines quinoléiques qui sera suivie
par celle des précurseurs ferrocéniques et enfilelaiére étape consistera a la condensation

des diamines quinoléiques et des précurseurs @nmqaes.

Pour la série 2: elle commencera par la synthesebdes espaceurs, puis celle des
amines quinoléines et enfin la synthése des 4-agninoléines ferrocéniques.

I1.1.1. Syntheése des nouveaux 4-aminoquinoléines ferrocéniques (série 1)
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a. Synthese des diamines quinoléines

Par une réaction de substitution nucléophile airpaet la 4,7-dichloroquinoléiné?2,
les diamines commerciales substituent le chlorpasition 4 a 135°C pendant 4 h en absence
de solvant (Schéma 23). Les prodi66 sont purifiés par cristallisation et obtenus avec
des rendements compris entre 80-100% (Tableau 24).

ol
AN H2N—R
4
P 135°C, 4H
cl N
42

63 - 66

Schéma 23 Synthése des diamino-4-quinoléirg— 66.

Tableau 24 :Résultats de la synthese des diamino-4-quinolé&Bes66.

Composeés R Rdt (%)
63 Pk 100
64 NN, 80
65 7 o 87
66 " 87

b. Synthese du précurseur ferrocénique 67

Le précurseur ferrocéniqug’ résulte de la réaction de substitution du chlomee
pipéridone sur l'iodure de 1-(ferrocénylméthi)N,N-triméthylammoniunl2 en présence de
carbonate de potassium dans l'acétonitrile a reflurant toute une nuit (Schéma 24). Le
composé7 est obtenu avec un rendement de 99%.

Om g O

Fe N(CH3)3 | E——

CH3;CN, reflux, 12 h

12 67

Schéma 24 Synthése du précurseur ferrocéni@e
c. Synthese des diamines quinoléines ferrocéniques

Cette étape de synthése consiste en une aminatioctrice entre la cétone ferrocénique
67 (Schéma 25) et les diamines quinoléiques. En effeprésence de méthanol, les diamines
quinoléiques vont se condenser a I'aldéhyde oucétlane a reflux pour former une imine au
bout de 4 h. Cette imine est immédiatement réduitamine par le NaBHa 0°C. Les dérives
guinoléiques ferrocéniques sont purifiés par cobonhromatographique sur gel de silice et

par recristallisation et sont obtenus avec desemmetits compris entre 74 et 98 % (Tableau
25).
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AN MeOH 4H, reflux /\G
/ 2)NaBH,;, 0 C, 1H30
Cl N

n=02-4 n=02-4
Ry=H, CH; =H, CHg

63-66 68-72

Schéma 25 Synthése des diamines quinoléines ferrocéniG8es72.

Tableau 25: Résultats de la synthese des amino-4-quinoléifguescénique$8 —72.

Amines Noms Produits Rdt (%)
0 I ee k-
Cl N/ (=} N/ é
v HN/\/N
0 69 Qﬁ N 95
° - Nr/ cl N/ @
| \)ﬁ 70 N ””:\Aﬁ = 80
NP o9
AL A &
eSS N ,r”\\/n /”\]
oo & Joo %
I111.1.2. Synthése des 4-aminoquinoléines ferrocéniques de la série 2

La synthése de ces molécules possédant plusiencidios amines, commence par
une réaction de protection des amines mono-brompéesde la substitution du brome par les
diamines quinoléiques. La derniére étape consistene amination réductrice.

a. Synthese des bras espaceurs

Afin d’essayer de comprendre au mieux la relatidructure-activité des 4-
aminoquinoléines ferrocéniques, nous avons dé@deéhdnger la position de la chaine alkyle
linéaire. Nous nous sommes limités a une chairieate8 atomes de carbone.

Les fonctions amines de la 2-bromoéthylamit®et de la 3-bromopropylaming4
sont au préalable protégées par un groupement Gette réaction de protection a lieu en
présence de Bg® dans le chloroforme pendant une nuit. Les déri&ést 76 sont obtenus
apres purification par recristallisation avec desdements respectifs de 72 et 88% (Schéma
26).
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Br Boc,0, CHCl; Br
\/H\NH —_—> WNHBoc

n T2 24H, 20°C
73.n=1 75.n=1 72%
74, n=2 76.n=2 88%

Schéma 26 Protection des amines primairé3et 74.
b. Synthese des amines quinoléiques

Dans le cas des 1,2 et 1,4-diaminecyclohexanejldatisution nucléophile du chlore
en position 4 de la 4,7-dichloroquinoléine estisg&a dans I'éthanol a reflux pendant 24 h.
Les produits/7 et 78 sont obtenus avec des rendements respectifs de®7% (Schéma 27,

Tableau 26).
cl NH R
AN H,N—R AN
_ EtOH reflux, 24H _
al N a N

42 77-78

Schéma 27 Synthése des diamines quinoléines ferrocénidudes 78

Tableau 26 :Résultats de la synthése des diamino-4-quinoléiiies78.

Composé R Rdt (%)
77 e 87
78 = 92

La synthése des triamines quinoléiqd@t 80 s’effectue en deux étapes. La premiéere
consiste a faire réagir la 1,4-diaminecyclohexameaéine77 avec les dérives brom&s et
76 par une réaction de substitution nucléophile @andioxane anhydre a 100°C. Les amines
guinoléiques ainsi obtenues sont ensuite dépradégékaide de I'acide chlorhydrique en
solution dans l'isopropanol. Les triamin&9 et 80 sont obtenues avec des rendements
globaux respectifs de 51 et 82 % (Schéma 28).

Dioxane, K,COj3, 100°C, 1 nuit

N N

2) HCI, Isopropanol, t. amb., 18H

/ /
cl N al N
79.n=1 51%
7 80.n=2 82%

Schéma 28 Synthése des amines quinoléif@set 80.
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c. Synthese des amines quinoléines ferrocéniques de la série 2

Cette étape de synthese consiste en une amingiluctrice entre les deux amines
guinoléiques79 et 80 et le ferrocene carbaldéhyde dans I'éthanol a 9Q°i@termédiaire
imine ferrocénique formée est tout de suite rédwte amine secondaire. Les 4-
aminoquinoléines ferrocéniqu@d et 82 sont obtenues avec des rendements de 95 % apres
purification par chromatographie colonne puis atiisation (Schéma 29).

H
N N
\X\hNHz O/ \%H/@
N ey S W : Fe
N = N
EtOH, 90°C, 4H
F Z
Cl N Cl N

79,n=1 2) NaBH,, MeOH, 0°C, 2 H 81,n=1 95%
80,n=2 82,n=2 95%

Schéma 29 Synthese des 4-aminoquinoléines ferrocéni@les 82

De méme, les diamines quinoléiquéset 78 subissent une amination réductrice en
présence de ferrocéne carbaldéhyde. Cette réapéomet d'accéder a des composeés
possédant le groupement ferrocényle directemerieswyclohexanediamines. Les composés
ferrocénique83 et84 sont obtenus avec des rendements de 98 % (Sc®ma 3

H

o
Fe
HN O/ \o HN\\\\NO/ =
m EtOH, 90°C, 4H m
—
al N 2) NaBH,, MeOH, 0°C,2H ¢ N

83

e ; HN\“
EtOH, 90°C, 4H @
o N/ 2) NaBH,, MeOH, 0°C, 2H

78

Schéma 30 Synthéses des diamines quinoléiques ferrocénig@es84

Nous avons ensuite décidé de transformer la fometinine secondaire portant I'entité
ferrocénique en amine tertiaire en réalisant uaetign de méthylation a partir du composé

83. Cette synthése permettra d’évaluer I'importanedadprésence de cette amine secondaire
pour l'activité biologique.

Apres l'obtention de I'imine formée suite a la cendation du composgé et du
formaldéhyde, une réaction de réduction a l'aide NeBH, dans le méthanol permet
d’accéder au compo@b. Apres purification par chromatographie sur colde gel de silice

suivie d’une recristallisation, le composé méth84eest obtenu avec un rendement de 60 %
(Schéma 31).
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H
N N
S e
HN = sy )J\ AN =
« H

H
MeOH, 90T, 4H o~
- =
cl N 2) NaBH,, 0T, 2H cl N

83 85

Schéma 31 Réaction de méhylation de I'amine ferrocénique 76

IV. ACTIVITE ANTIPALUDIQUE ET CYTOTOXICITE IN-VITRO DES
4-AMINOQUINOLEINES FERROCENIQUES

L’activité antipaludiquén vitro des 4-aminoquinoléines ferrocéniq&s 72 et 81-85
synthétisées a été étudiée sur des isolats climigalbonais dP. falciparumainsi que sur des
clones de laboratoire. Par ailleurs, leur cytotib&ia été évaluée sur les cellules épithéliales
de rein de singe Véro.

IV.1. Activité antipaludique in vitro

IV.1.1. Activité antipaludique des AQFcs 68-72 et 81-85 sur des souches de P.
falciparum

C’est également au sein du Muséum d’Histoire Nd&yrdans I'équipe du Pr Philippe
Grellier que nous avons testé les AQFcs sur unehsolCQ-sensible (F32) et sur deux
souches CQ-résistantes (FcB1 et K1). Le test aéélisé 1 fois sur F32, deux fois sur K1 et
trois fois sur FcB1. L&ableau 2Zi-dessous regroupe les valeurs deg €l Chy.
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Tableau 27 :Activités biologiquesn vitro des AQFcs 68-72 et 81-85 sur F32, FcB1 et K1

(Clsp et Cho en puM). Cio FcB1 (Moyenneszécart-type)

Molécules F32 M) FcB1l UM) K1 (uM)
Formule Cd’,(] C|90 C|50 C|gc C|50 C|90
68 )
QO\ 3 48 | 201 | 4401 | 24 4.2
69 m Q! 0.03 | 0.04| 0.0®.35| 0.0%0.3| 0.03| 0.04
70 O 0.03| 005| 0.0®8| 00%0.3| 002 | 0.04
71 0.03 | 0.05 0.08.35| 0.040.7| 0.03 | 0.05
72 032 | 048 0224 | 04155| 021 | 0.39
81 0.03| 005 00®7| 00s14| 003| 005
82 029 | 045 01B/.3| 04684.4| 026 | 0.44
83 0.03| 005 004/ 00308| 003| 005
84 0.03| 005/ 0.0®.15| 0.062.9| 0.03 | 005
85 0.03| 006/ 0024 | 00809 003| 0.04
cQ 0.02 | 0.03| 0.1%1.1 | 0.2:09| 0.16 | 0.23
FQ 0.03 | 0.05| 0.020.9 | 0.040.7 | 0.03 | 0.05
Art 0.03 | 0.05| 0.020.8 | 0.020.5| 0.03 | 0.04

En vert : les molécules possédant une trés borthi@t@antipaludique
En bleu : les molécules moyennement actives

En noir : les molécules inactives

Fond gris : les molécules de référence (CQ, FQrgt A

© 2011 Tous droits réservés.
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a. Analyse des résultats

L’analyse des résultats du Tableau @ontrent que les composés ferrocéniques
quinoléiques présentent des concentrations intuegrCs, compris entre 0,03 et |8Vl pour
la souche CQ-sensible F32, entre 0,03 |@2pour FcB1 et entre 0,02 et 344 pour K1, les
deux souches CQ-résistantes.

Sur les dix molécules testées, le compa&éontre une activité antipaludique réduite
avec une G} de l'ordre du micromolaire (2-3 pM). Les compos&set 82 sont moins
efficaces que la CQ. Elles ont desd3omprises entre 200 et 300 nM. En revanche, les 7
AQFcs restantes ont donné d’excellentes activitégpaudiques que ce soit sur la souche
CQ-sensible F32 que sur les souches CQ-résistiiods et K1. En effet, elles sont plus
efficaces que la CQ. Elles affichent unggimilaire comprise entre 30 et 40 nM. Aussi,
faut-il noter gu’elles sont 10 fois plus activeseda CQ sur les deux souches CQ-résistantes
FcB1 et K1. Ces AQFcs ont une activité similaireelle de la FQ. Ces AQFcs sont aussi
actives que l'artémisinine sur les trois souchesy@®hne des G4 =~ 30 nM). Dans tous les
cas, leurs activités restent du méme ordre de grangour la souche CQ-sensible, et
supérieures a celles de la chloroquine pour leshemuCQ-résistantes. Il convient également
de signaler que les §lsont comprises entre 30 et 50 nM quel que sdide de souches.
Ces faibles valeurs représentent un facteur imponeur la conception d’un nouveau
médicament. Car une molécule qui, utilisée a fadlolecentration, inhibe 90% des parasites,
est en effet intéressante pour I'industrie du meadient (utilisation a faibles doses pour une
grande efficacité/activité et donc une bonne toléegoour I'organisme).

b. Comparaison avec d’autres 4-aminoquinoléines de synthese

Dans la séri&8-72, les molécules difféerent structurellement, les das autres par le
nombre de carbones compris entre les deux atoragstd’ de la chaine latérale (n =0, 2, 3 et
4). Dans la structure du compo68, qui présente la plus faible activité antipaludigia
fonction liée au cycle quinoléique est une hydrazhentraine I'absence de chaine carbonée
entre les deux azotes. En revanche, dans leswsteaathimiques des AQFEé8-71, les deux
azotes secondaires sont espacés par une chaife cdkyte (éthyle, propyle ou isopropyle)
ce qui leur confere cette bonne activité. En effat,séparation inter-azote (la distance
moléculaire entreN-quinoléine etN-alkylamino) affecte le niveau de l'activité des 4-
aminoquinoléined et peut étre importante dans leur capacité & esedi’hémé”® Les
composés, o etp (Clsp < 50 nM) (Figure 66), synthétisés par De et’al’confirment ces
hypothése&?

On peut également émettre I'hypothése, que ledtaitallonger la chaine, par I'ajout
d’'un carbone en plus dans la liaison inter-azaiéfjrait pour entrainer une perte d’activite.
Car, on note une baisse d’activité du comptdé&jui posseéde 4 atomes de carbone entre la
séparation inter-azote, contrairement a ces homem@QFcs69-71. Ce phénomeéne de
baisse d’activité a été également observé par @&héial. En effet, aprés avoir synthétisé des

?® Koh, H. L.; Go, M. L.; Ngiam, T. L.; Mak, J. W. Eur. J. Med. Chem. 1994, 29, 107 — 113.

> O'Neill, P. M. et al. J. Med. Chem. 1997, 40, 437 — 448.

30 De, D.; Krogstad, F. M.; Cogswell, F. B.; Krogstad, D. J. Am. J. Trop. Med. Hyg. 1996, 55, 579 — 583.
31 De, D.; Krogstad, F. M.; Byers, L. D.; Krogstad, D. J. J. Med. Chem. 1998, 41, 4918 — 4926.

32 Ridley, D. G. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 1996, 40, 1846 — 1854.
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analogues de la FQ dont la chaine alkyle latérateai de 2 a 6 carbones, ils obtinrent des

conclusions similaires aux nétres sur la souch¢Tébleau 28§>

Cependant, cette hypothése n’est pas entieremexg, vear I'AQFc 72 aurait
sensiblement des activitéts du méme ordre de grangieel la CQ(car toutes les deux
possédent 4C entre la séparation inter-azote). déait, la faible activité de 'AQFF2

pourrait également étre due a la gene stérique ra@popar

le groupement

ferrocénylméthylpipéridine lié & l'azote en bout dbaine. Pour mieux élucider ces
hypotheéses, il serait intéressant d’effectuer undeeconformationnelle.

) I

N
N SN ~

HN
S m
P cl N”
cl N
n

[}
S =3
> > —
cl N cl Nig
P

n=2-6FQ14

NMe,

Figure 66 :Structures chimiques dg o, p, et d’analogues de FQ actifs surfalciparum

Tableau 28 :Activité antipaludiquen vitro des dérivés de FQ sur K1.

Molécules n Go, K1 (nM)
CQ 125
FQ1 2 73
FQ2 3 36
FQ3 4 111
FQ4 6 81

Dans la sérieB1-85, la séparation inter-azote est faite a l'aide daytlohexane
disubstitué en 1,4 ou 1,2. Ces molécules possédest structures comparables aux
bisquinoléineg) etr (Figure 67)* oll la seconde quinoléine serait remplacée partedéne.
Ces deux bis-quinoléines étaient tres actives ssrabuches chloroquino-résistantesPde
falciparum L’énantiomere $S) le plus actif était susceptible de devenir uneptél
médicament antipaludique, mais suite & son efféqte, son étude a été interromplides
deux composé8l et 83 ont une activité similaire avec dessg&dle I'ordre de 30 nM quel que
soit le type de souches. L’'ajout de deux atomeS dans la chaine linéaire, entre la paxie
cyclohexylquinoléine etN-méthylferrocéne dans le compo$i n’affecte aucunement
l'activité antipaludique de ce dernier. En revanctegout d’'un troisiéeme carbone dans le
composé&32 entraine une diminution importante de l'activitérdfacteur 10 (de 30 a 300 nM,
Tableau 27). Enfin, la méthylation de I'azote pgr&& le ferrocene dar@s n’affecte pas non
plus l'activité antipaludique de cette derniere. difet, les Cd, restent de I'ordre de 26 a 33
nM pour les trois souches. La comparaison destedswbtenus pour les compo&sset 84

montre que les activités biologiques sont pratiqer@ndentiques.

%3 Chibale, K. et al. Tetrahedron Lett. 2000, 41, 6231 — 6235.
34 Ridley, R. G. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 1997, 41, 677.
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/O al al
HN Y HNY
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al N al N
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Figure 67 :Structures chimiques des bisquinoléines.

1V.1.2. Activité antipaludique des AQFcs 68-72 et 81-85 sur des isolats cliniques
gabonais

Toujours au sein du CIMRF au Gabon, nous avonsséhds tests de sensibilité des
AQFcs68-72et 81-85sur des isolats cliniques infectés Parfalciparum Nous avons utilisé
la méthode ELISA pour effectuer le test sur 3 isoldiniques dont 2 étaient chloroquino-
résistants et un seul chloroquino-sensible. Les tast été réalisés en duplicate sur chacun
des isolats. La chloroquine a été prise comme rtaéte référence.

Tableau 29 :Activité biologiquein vitro des AQFcs 68-72 et 81-85 sur des isolats cliniques
infectés paP. falciparum(Clsp en puM).

Molécules Isolat 22777 Isolat 23130 Isolat 22829
Noms Formules Gt Clgg Clgg
\\O‘@
68 /@j <2 0.3 0.8 0.5
o0 | O = 0.011 0.008 0.008
HNMNQ/\§
70 ﬁaj T = 0.004 0.023 0.008
NN i \N\/@
71 Joo ﬂ . 0.005 0.007 0.002
2 \5v Ue 0.003 0.061 0.013
7 PO & . . .
L"’\eru%%
81 mi;]“ = 0.050 0.461 0.623
AN nv\ _@
82 1“;@ ~ 0.025 0.423 0.852
poe
L=
83 S 0.005 0.017 0.030
.
-
84 goe g 0.070 0.153 0.170
=
85 O 0.050 0.961 1.4
joe
C
CcQ /@f;w e 0.053 0.100 0.307
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En vert: les molécules les plus actives, en blea:rholécules moyennement actives, en noir: les qulgg
inactives, en gris: la CQ, molécule de référence.

a. Analyse et interprétation des résultats

Dans la série des AQF&S8-72 I'hydrazine quinoléine ferrocéniqug8 demeure la
moins active avec des 300 Clsg< 800 nM obtenus sur les trois isolats (Tableau 29).
Cependant, son activité est supérieure sur leatgssglue sur les souches de références FcB1,
F32 et K1. Sa meilleure activité de 300 nM a étimbe sur l'isolat 22777 (Tableau 29) et de
2uM sur FcBl1. Les AQFc89-72 présentent d’excellentes activités sur les treddais avec
des Cip < 61nM. AQFcs. Les composé® et 71 se démarquent des autres par leurs effets
antipaludiqgues homogenes (respectivement 0.008086(hM, Tableau 29). Contrairement
aux résultats des tests obtenus sur les souchleba@toire (Tableau 27) ou AQF@ était
moyennement actif, sur les isolats cliniques, tltess actif avec des &lde 3 a 61 nM pour
les isolats contre 215 a 319 nM pour les soucheéféesnce.

Les AQFcs81-85 ont des GJy compris entre 2 nM a 1,4 uM. D’aprés le Tableauy 29
I’AQFc 84 présente une activité similaire a celle de la QQles trois isolats. En effet, sasel
varie proportionnellement avec la sensibilité deolat a la CQ. Ainsi, plus la résistance a la
CQ de lisolat augmente, plus son efficacité dimgi{iableau 29). Les composgs et 85,
qui étaient trés actifs sur les souches de référégic® et 12™°ligne du Tableau 27), le sont
moins sur les isolats cliniques. En effet, sur swiat CQ-sensible, les valeurs deg&ont
comparables a celles de la chloroquine (50 nM).cBatre, sur les isolats CQ-résistants, elles
sont beaucoup plus élevees (0,461 a 1,4 uM). Sdenolécule82 et 83 gardent le méme
effet inhibiteur surP. falciparumtant sur les isolats cliniques que sur les soudtes
laboratoire. Dans cette série, le comp83¢@ossede les meilleuressgte 5 nM a 30 nM sur
les trois types d’isolats.

Tout comme dans les chapitres précédents, on noge difféerence d’activités
antipaludiques des AQFcs sur les isolats et leshesude laboratoire de. falciparum
différence essentiellement dues a la difféerencemigbodes de tests de sensibilités utilisées.

IV.2. Activité Cytotoxique

Suite aux résultats intéressants obtenus précédemnnee suite logique dans la
synthese des molécules a visée thérapeutiquedétaiéterminer leurs effets toxiques. C’est
ainsi gu'au CIRMF, toujours avec le Dr Lekana, yéotoxicité des quinoléines ferrocéniques
a eté étudiée sur des cellules épithéliales dedeesinge Véro.

Tres succinctement, le protocole expérimental esuivant. Dans un premier temps,
les cellules ont été cultivées dans des micropkgee96 puits a raison de 5000 cellules par
puits. Au bout de 24 h d’incubation, les celluled été lavées avec du milieu de culture
DMEM/F12. Ensuite, les molécules, préalablementsalites dans du DMSO étaient
introduites dans du milieu de culture a différertenscentrations, au contact des cellules. Le
milieu était incubé pendant 5 jours & 37°C sous &&6CQ.>°> A lissue de ces jours
d’'incubation, la détermination de la cytotoxicit€ld,) était réalisée a l'aide du test

% Zirihi, G. N. et al. J. Ethnopharmacol. 2005, 98, 281 — 285.
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colorimétrique MTT et les absorbances étaient &ukside d’'un spectrophotométre a 540 nm
avec une référence a 690 fim.

Tableau 30 :Résultat des tests de cytotoxicité des AQFcs 68t B1-85.

Molécules Vero (UM) K1 (uM) IS
Clso Véro
Noms Formules Gh Clso /Clsg K1
68 m Q\@ 0.050 2.4 0.02
a N _ —
HN/\/N
69 m YJ@ 0.017 0.027 0.63
70 Q — 0.689 0.025 27.6
71 /@@ (O 0.551 0.030 18.4
cl N/ @e
N
72 —o 5.52 0.215 25.7
cr N/ - @
K/ N\/\ﬂ/\@
81 i ht 0.067 0.032 2.2
i NO/“\/V”
82 @ bt 8.9 0.261 34.1
83 m e 0.052 0.032 16
84 QﬁQ@ 0.059 0.030 0.2
[ol] N/ ‘ é
=
85 \ = 8.57 0.026 267.8

En vert : les molécules ne présentent aucun dgrmerl’organisme.

En bleu : les molécules moyennement toxiques

En rouge : les molécules trés dangereuses poetlldecen culture

IS = Index de sélectivité (rapportgVeéro/Clky K1)

3 Mosmann, T. J. of Immunological Methods. 1983, 65, 55 — 63.
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D’aprés ce tableau ci-dessus, on constate que déscoles68-69, 81, 83et 84 sont
trés toxiques pour la cellule car, avec une comagah < 60 nM, les cellules de la souris
étaient retrouvées mortes. Les molécule®t 71 avec des doses létales comprises entre 500
et 700 nM peuvent étre tolérées par la celluleefst, des IS de 18 et 37 sont acceptables.

Par contrein vitro, les composé82 et 85 ne présentent aucun danger pour la cellule.
En effet, pour qu’ils soient létaux, il faudraislatiliser a de tres fortes concentrations{€l
5uM). Ces composeés détiennent les meilleurs 19 €rtvement 342 et 267).

Le dérivé72 n’a pas d’effet cytotoxique, mais son activitéipaudique est moyenne,
d’ou son IS moyen de 25.

Les effets cytotoxiques des AQF68 et 84 ne sont pas étonnants. Car, dans la
structure de I'AQFc68, se trouve une fonction hydrazine. Et, dans I&rhture, les
hydrazines sont reconnues comme étant toxiqUEAQFc 84 est structuralement identique &
la bis-quinoléineq (Figure 66) décrite plus haut comme étant toxitfueyec pour motif en
commun le squelette 1,2-diaminocyclohexylquinoléiqu

V. CONCLUSION

L’étude des nouveaux 4-aminoquinoléines ferroc&sgbB-72 et 81-85 est trés
intéressante. En effet, certaines molécules telles69-71 et 83 ont conduit a des activités
antipaludiques élevées (L0 nM) a la fois sur les isolats cliniques que Issrsouches de.
falciparum Les AQFc81 et 85, se sont avérées tres actives sur toutes les eouddP.
falciparum(33 nM), tandis que sur les isolats cliniques,seflent moyennement actives pour
81 (500 nM) et inactive pouB5 (1 uM). L'effet inverse a été rencontré chez AQRq200
nM contre 13 nM). L’AQFc84, reste toujours active, mais voit son efficacit@sber
lorsqu’on passe du modele de référence au modealgue (33 nM contre=160 nM). C’est le
cas de 'AQF®B2 ou son activité diminue de moiti€ 200 nM contrez 400 nM). Le composé
68 reste inactif sur les deux modeles.

Les tests de sensibilité antipaludique nous onimjgerde confirmer également
I'hypothese selon laquelle, la longueur de la ohdnfluencait significativement l'activité
inhibitrice des 4-aminoquinoléines. Ainsi, il estrseulement important que la distance inter-
azote soit présente, mais aussi et surtout que diftance se fasse par 2-3 atomes de
carbones, pour la premiére sé8-72) et uniguement 2C pour la seconde sé&ik84). La
présence d'un méthyle sur l'azote porté par leof#@ne ne perturbe pas [lactivité
antipaludique.

L’étude cytotoxique de ces molécules sur les aedluféro, a montré l'effet toxique
des AQFc68 et 84. Les composésy, 81 et 83 se sont malheureusement avérés toxiques.
Donc, les effets inhibiteurs de ces molécules entaiertainement dus a leurs toxicités (les IS
le confirment).

Les AQFcs70-72, 82 et 85 utilisées a des doses inférieures a 500 nM neeprést
aucun danger pour la cellule car elles ne sont @astoxiques. Pour ces molécules,
notamment les AQFC&D, 71 et72, qui présentent a la fois de trés bonnes actiuitéibitrices
de P. falciparumet aucun effet cytotoxique, il est fortement cdisale poursuivre leurs
études en faisant des analyses plus poussés (hg@Elisation moléculaire, interaction avec
la B-hématine, test sur un modele animal, etc....).

7 Lauwerys, R. et al. Toxicologie industrielle et intoxications professionnelles. Masson, 2007, pp 679 — 681.
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Benzodiazépines Ferrocéniques

L. INTRODUCTION

I.L1. Lesbenzodiazépines

Les benzodiazépines (BZDs) comportent deux partmaportantes: un cycle
benzénique et un hétérocycle a 7 atomes sur lespigtouvent deux atomes d’azote en
position 1,4 (diazépine). D’aprés le site de linigtu cycle benzénique sur la diazépine on
différencie une benzbde la benzd (Figure 68). Dans notre cas, nous nous intéressero
uniguement aux benzZgfiazépine.

benzodiazépine
VA ~a

cycle aromatique l hétérocycle a 7 chainons

deux atomes d'azote

Oy OO D

benzo[f]diazépine benzo[b]diazépine

Figure 68 :Structures des benZppt benzop]diazépines.

C’est en 1960,que ces 1,4-benzodiazépines furent découvertelgsard lors d’une
recherche qui consistait a rendre moins nocif édsts tels que les barbituriques. Ainsi, en
voulant synthétiser un analogue de ce derniehdegodiazépines chlordiazépam et diazépam
(Figure 69) ont été obtenus par erreur. A de memdioses, des tests ont démontré que les
benzodiazépines ont des effets sédatifs identicaes barbituriques. Par la suite, en
approfondissant les recherches, le diazépam a éantr meilleure activité sur I'anxiété. De
nos jours, cet antidépresseur est 'un des plusu®udans la famille des anxiolytiquedes
anticonvulsivants et des myorelaxahtinsi les BZDs restent connus pour leurs propsét
anxiolytiques et sédativésPar ailleurs, ces derniéres ont montré d'autresprigtés
intéressantes telles que [linhibition de la probteon de certaines cellules
cancéreusé@Bz423° Figure 69) et le traitement pour la maladie d'Adirher 6, Figure 69Y.

! Fryer, R. |. Bicyclic Diazepines, The chemistry of Heterocyclic Coumpounds, Wiley : New York, 1991 ; Chapter 7.
2 Zavala, F. Pharmacol. Ther. 1997, 75, 199 — 216.

3 Basile, A. S.; Lippa, A. S.; Skolnick, P. Eur. J. Pharmacol. 2004, 500, 441 — 451.

4 Marshall, B. E.; Longnecker, D. E. General Anesthetics. In The Pharmacological Basis of Therapeutiques, 8th
ed.; Gillman, A. G,, Rall, T. W,, Nies, A. S., Taylor, P., Eds. ; Pergamon : New York, 1990 ; p 303. (b) Rall, T. W.
Ibid, p 346.

> Nordenberg, J. et al. Biochem. Pharmacol. 1999, 58, 1229 — 1236.

6 Boitano, A. et al. Cancer Res. 2003, 63, 6870 — 6876.

7 Churcher, 1. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2003, 13, 179 — 183.
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Figure 69 :Structures chimiques deenzodiazépines.

L’autre avantage dont disposent les BZDs est Istrisctures dites privilégiéésCe
terme a été inventé par Evans et ah 1988 pour désigner des molécules ayant, peinie
de leurs structures uniques, une grande affinig ale nombreux récepte@d’ Ainsi, ces
dernieres peuvent de part leurs structures et feansriétés physicochimiques, se fixer a de
multiples récepteurs comme le GABA (un neurotrarisgue jouant un réle dans
I'hyperactivité neuronale). Les benzodiazépinesis pparticulierement le diazépam, sont
utilisés comme anticonvulsivant initial dans latges des crises chez les enfants atteints de
paludisme causé pd. falciparum'™ ** **En outre, Winstanley et colf},lors des études
menées sur des souris infectées fpar berghei découvrent que les récepteurs des
benzodiazépines présents dans le cerveau de ags &ient altérés. lls déduisent ainsi que
le paludisme peut-&tre associé a la baisse d’#tids benzodiazépin¥s.

Les méthodes de synthése des benzodiazépinesedéddins la littérature sont
multiples. Le Schéma 32 illustre un apercu de quedqunes d’entre elles.

8 Horton, D. A. ; Bourne, G. T ; Smythe, M. L. Chem. Rev. 2003, 103, 893 — 930.
° Evans, B. E. et al. J. Med. Chem. 1988, 31, 2235 — 2246.

1% Nicolaou, K. C. et al. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 9939 — 9953.

1 Ogutu, B. R.; Newton, C. R. Tropical Doctor 2004, 34, 71 — 75.

2 |kumi, M. L. et al. Epilepsy Res. 2008, 82, 215 — 218.

B3 Mpimbaza, A. et al. Malaria Journal 2009, 8:145.

" Kokwaro, G. et al. Arch. Med. Res. 1997, 28, 425 — 427.
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Schéma 32 Méthodes générales de synthese des benzodiazépines.

Les BZDs sont souvent obtenues a partir de I'ameénabphénone commerciale, sur
laquelle un acide amin®l-protégé réagit en présence d'un agent de coup(BGC!®
EEDQ?® DIEAY) ou aprés formation intermédiaire de I'halogéndtacide correspondant
(SOCL,*® PCE'). La séquence déprotection/cyclisation se réadissuite en milieu acide

(AcOH ou TFA).

Dans les travaux de Bolli et &.une autre alternative de synthése est proposée. En
effet, les aminobenzophénones sont générées paioreantre le 2-aminobenzonitrile et un
réactif de Grignard avant d’étre couplé a un bramdiacide de bromoacétique. Dans une
derniere étape, la cyclisation se prodnitsitu apres génération de 'amine par substitution

nucléophile de 'ammoniac sur le brome.

Les BZDs peuvent étre également obtenwes des réactions multicomposants
(MCRs). Ce sont des réactions «one-pot» dansuédleg au moins trois réactifs

interviennent simultanément. Les avantages des MORs:

Un mode opératoire simplifié,
Une économie d’atome,

YV VY

réactionnels.

Un gain de temps, de codt et d’énergie,

Une conception aisée d’intermédiaires clés dansndmbreux schémas

Les MCRs sont notamment trés utilisées dans I'éatmm de chimiotheques, en
catalyse et également en chimie thérapeutique. Hastrer cette stratégie de synthese, le
Schéma 33 décrit la synthése d’une BZD via unetigiade Ugi** Dans ce cas, interviennent
l'acide 2-[{ert-butoxycarbonyl)amino]benzoique, un aldéhyde, wmitsile et une amine.
Ensuite, I'étape de cyclisation consiste en uneiedgce déprotection/cyclisation et est réalisée

en présence d’'un acide et sous microonde.

> Hart, B. R.; Rush, D. J.; Shea, K. J. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 460 — 465.

16 Spencer, J. et al. Organometallics, 2005, 24, 5665 — 5672.

v Dourlat, J. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2007, 17, 2527 — 2530.

'8 Hirai, K. et al. J. Med. Chem., 1981, 24, 20 — 27.

¥ Walser, A.; Szente, A.; Hellerbach, J. J. Org. Chem., 1973, 38, 449 — 456.

2 Bolli, M. H. et al. J. Med. Chem. 2004, 47, 2776 — 2795.
! Zhou, H.; Zang, W.; Bing, Y. J. Comb. Chem. 2010, 12, 206 — 214.
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NHBoc O o] NHBoc O RY
H
R14< N
. ~ 3
OH H Ugi N)ﬁ}/ R
[
RO—NC R® O
R?*—NH,

Réaction
H sous microonde

o
Schéma 33 Synthese de la BZD via une réaction de Ugi.

I.2. Objectif du travail

L’étude de l'activité antipaludique et antitoxoptague des benzodiazépines avait
déja été realisée et confirmée par le Laboratoiee @lycobiologie Structurale et
Fonctionnelle-UMR 8576 en 2002. Florence Dzierddinde I'équipe de Tomavo avait
montré que le flurazépam (Schéma 34) était actifitreoPlasmodium falciparumet
Toxoplama gondif® Aussi, I'activité était conservée sur des souckbroquino- et
meéfloquino-résistantes.

Nous avons cherché a moduler la structure de ladagszépine en incluant I'entité
ferrocénique (Schéma 34). Le but était de se rajyarole plus possible de la structure du
Flurazépam. Nos travaux se sont basés, dans unigpréemps, sur le remplacement du
groupe N,N-diméthylaminéthyle par lintroduction du ferrocef@chéma 34). Puis, dans
l'optimisation de cette synthese. Trois moléculeg été synthétisées et leurs activités
antipaludiques analysées sur des souch&s ticiparum

Introduction d'un ferrocéne :
Fe
o)

C - ? oo
X - o

Furazépam

Schéma 34 Schéma de syntheése des benzodiazépines ferrocgnique

*? Dzierszinski, F. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 2002, 46, 3197 — 3207.
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II. SYNTHESE DES BENZODIAZEPINES FERROCENIQUES

Pour réaliser la synthése des benzodiazépinesémiques (BZDFcs), deux méthodes
bien distinctes ont été mises au point : une mé&tuassique par synthese multi-étape et une
autre méthode « one-pot » par irradiation microeond

I1.1. Méthode classique (M1)

La synthése multi-étape des BZDFcs par la prerm@thode nécessite trois grandes
étapes dont la premiere correspond a une réaceorodplage, la seconde une réaction de
protection/cyclisation et la derniére, une réactlercondensation.

I1.1.1. Réaction de couplage

Dans une premiere étape, la création de la liaésoite se réalise par les techniques
classiques d’amidification (addition d’amines saedonction acide activée). Le comp@&g
est ainsi obtenu par condensation de la glycB#® protégée par un groupement
tertbutoxycarbonate (BOC) surolaminobenzophénon&6 en présence d'un agent de
couplage, le 1-éthyl-3-(3'-diméthylaminopropyl)cadimide (EDCI), a température
ambiante pendant une nuit (Schéma 35). L'urée fermé cours de cette réaction présente
'avantage d’étre soluble en phase aqueuse eteerhent éliminée de la phase organique
par simple extraction. Le compos$8 est obtenu avec un rendement de 74 % apres
recristallisation.

f )J\
NH, )k CH,Cly, 1 nuit, T* amb. \n/\ OtBu
. PN /tBu _—
HOOC NH
o EDCI
N(CH3)2

86  Ph 87 N=C=
-/

Schéma 35 Synthése du compo$8 par réaction de couplage.

Dans le cas des benzophénones halogénées, la satiderde la Boc-glycine sur les
amines89 et 90 conduit aux composé&xl et 92 (Schéma 36). Cependant, une autre méthode
de couplage a été adoptée. Les Tableau 31 et TaBRdlustrent les différentes réactions
effectuées afin d’optimiser cette étape. En eftesque la réaction est réalisée avec le méme
réactif que préecédemment, 'EDCI, les rendementiadéaction s’averent décevants : 23 %
pour le compos@l (entrée 1, Tableau 3&} 31 % pour le compo$? (entrée 1, Tableau 32).
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]

o
/\ )j\ /tBu H )J\

NH; HOOC NH o N
H OtBu
(0]
(0]
1 nuit, T° amb. cl 0
l Y l Y
F 91 v
H 92 Y

Cl

F
H

89y
0 Y

Schéma 36 Synthese des compos#ket92.

La réaction de couplage est réalisée dans le damniethane distillé en présence d’'un
autre agent de couplage, le dicyclocarbodiimide Q@ température ambiante pendant une
nuit. Les composé8l et 92 sont obtenus apres purification par colonne chtographique
sur gel de silice avec les rendements respecti®dé (entrée 4, Tableau 31) et 88 % (entrée
2, Tableau 32). La présence de diméthylaminopyeidDMAP) ne permet pas d’améliorer le
rendement de la réaction (entrées 2 et 3, Tablgéau 3

Tableau 31 :Optimisation de la réaction de couplage pour lemasg9l.

Nombre d’équivalents
Entrée 91 Boc-glycine EDCI DMAP DCC Rdt (%)
1 1 1 1 - - 23
2 1 1,2 - 0,165 1 44
3 1 3 - 0,27 2 30
4 1 1 - - 1 70

Tableau 32 :Optimisation de la réaction de couplage pour le musg92.

Nombre d’équivalents
Entrée 92 | Boc-glycine EDCI DCC HOBt CDI Rdt (%
1 1 1 1 - 1 - 31
2 1 1 - 1 - 1 88
3 1 3 2 - 1 - 52
4 1 3 - - - 1 0
I1.1.2. Réaction de déprotection et cyclisation

La deuxieme étape consiste en la déprotection fiméiion amine.

A partir du composé88, la déprotection s’effectue en présence d’acide
trifluoroacétique dans le dichlorométhane durahedres. L’amine déprotég88 est obtenue
avec un rendement de 97 % (Schéma 37).
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o)
H H
N CF3COOH N\/\
\ﬂ/\N OtBu —_— NH;
H o]
S 4h, T° amb. o
o]

h Ph

88 93

Schéma 37 Synthése du compo88 par déprotection de8.

Ensuite, la cyclisation intramoléculaire est rédien présence d’acide acétique durant
une nuit et a 60°C (Schéma 38). Le pro@ditst obtenu avec un rendement de 92 %.

0
H
¥ N

\,/\NHZ
o]
0
CH;COOH —N
—_—m

CH,Cl,

g O

93 9%

Schéma 38 Synthése d84 par réaction de cyclisation intramoléculaire.

L’obtention de nombreux produits secondaires l@daldéprotection des composés
91 et 92 portant des halogenes sur les groupements aroregfiquété évitée par la mise en
place d’'une autre méthode plus douce. En effatéfaotection est réalisée en présence d'une
solution de HCI dans l'isopropanol (5 &g dans le chloroforme toute une nuit a température
ambiante (Schéma 39). Apres traitement du mili@ctiénnel, deux produits sont obtenus :
un correspondant au produit de déprotecti@imet 96) et un autre au produit de cyclisation
(97 et 98). Par conséquent, apres la premiére étape, urmesgnrtraction est effectuée et la
cyclisation est réalisée a partir du mélange esgmeée d’acide acétique par chauffage une
nuit a 60°C (Schéma 40). Les prodults et 98 sont ainsi obtenus avec un bon rendement
global de 87% pour les deux étapes.

(o]
i B Y i
N OtBu NH.
O Lag

Cl 12h, T°amb (I

F 95 Y
H % Y

F
H

Schéma 39 Synthese des compos#set 96.
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H

y N
N
(@]
o] .
X CH3COOH, 1 nuit X _—N

CH,Cl, 60°C

Y
‘ O Y
sur les deux étapes :

Rdt global 87 %

95 X=Cl Y=F 97 X=Cl Y=F
96 X=Cl Y=H 98 X=Cl Y=H

Schéma 40 Cyclisation intramoléculaire pour la synthese9det 98.

I1.1.3. Condensation du dérivé ferrocénique

Pour la derniére étape, le groupement ferrocénegieintroduit sur 'azote de la
fonction amide de la benzodiazépine.

Plusieurs tentatives de condensation ont été affest Ainsi, la premiere stratégie
reposait sur la réaction directe de I'alcool feémicque sur la benzodiazépine en milieu acide.
En effet, le carbocation issu de I'action de I'&cglr I'alcool ferrocénique aurait pu réagir sur
la fonction amide. Cependant, aucune réactionest produité>

La seconde stratégie consistait en la modificatierl’alcool ferrocéniqué&®9 en un
meilleur groupe partant (acétate, tosylate) ebledensation avec la benzodiazépine en milieu
basique. Seule la synthese de I'acétate ferrocérdi§0 (Schéma 41) a pu étre realisée avec
un rendement de 94 %. Cependant, contrairementésuktats de la littératurd, *°le tosylate
ferrocénique n’a pas été obtenu quelles que st@srdonditions opératoires utilisées. L’éther
101 (Schéma 41) correspond a une substituticsitu du tosyle par I'alcool ferrocénique.

A
o 2 o=

= =

99

Schéma 41 Modification de I'alcool ferrocénique en acétate.

La réaction de I'acétate ferrocénigli@l sur la benzodiazépir@8 a permis d’obtenir
le composé ferrocénique mais avec un faible rended®18% (Schéma 42). Le changement
de base (NaHBuLi) n’a pas entrainé d’augmentation du renderdert réaction.

23 Athelstan, L. J.; Beckwith, Vickery, G. G.; J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1975, 1, 1818 — 1821.
**Boev, V. I. et al. Russian Chem. Rev., 1997, 66, 613 — 636.

% Tipson J. J. Org. Chem. 1944, 9, 239.

?® Kochi, J. K.; Hammond, G. S. J. Am. Chem. Soc., 1953, 75, 3443.
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<&

Fe

H (o]
N
Fi > N
cl _—N + @9 OAc OME O \§
98 O 101 cl =N 102

Schéma 42 Synthése de la benzodiazepine ferrocénidfi2

Notre choix s’est donc porté sur un autre groupémpantant tel que 'ammonium
guaternairel2 synthétisé au chapitre Il. Ainsi, les benzodiarépb4, 97 et 98 sont donc
condensées sur cet ammonium ferrocénitipeen présence de tertiobutylate de potassium
(Schéma 43). Aprés purification par colonne chramaphique sur gel de silice, les
benzodiazépines ferrocéniqued2 103 et 104 sont obtenues avec de bons rendements allant
de 68 a 84 %.

N\§
O : \@ o tBuOK
X _—N + F:e N(CHg)! = ——

HY=H 12 103 X=HY=H
97 X=ClY=F 104 X=ClY=F
ClY=H 102 X=ClY=H

Schéma 43 Synthéese des benzodiazépines ferroceni02s104

I.2. Méthode 2 : Réactions sous irradiation micro-onde

Suite a cette premiére série de synthése, nous amrhaité optimiser les conditions
de réactions. Une autre méthode d’obtention degdukazépines ferrocéniques a ainsi été
élaborée par voie micro-onde. L'objectif a été detlsétiser les benzodiazépines de maniére
« one pot » et ainsi d’éviter des temps de réadtings et des purifications. En effet, dans un
premier temps, il s'agit d’introduire la benzophéapla BOC-glycine et notre agent de
couplage. La seconde étape consiste a realiseédeoteéction ainsi que la cyclisation en
méme temp$é’

I1.2.1. Réaction de couplage-déprotection-cyclisation « one-pot »

L'étape de couplage entre I'amine et l'acide seffie a 150°C, pendant 5 a 15
minutes en présence de toluéne ou sans solvantigadgtion micro-onde (I° étape).
Ensuite, apres ajout d’acide trifluoroacétique, nbélange est introduit a nouveau dans
'appareil micro-onde pendant 15 minutes a 150°Ché®na 44). Aprés neutralisation et

*’ Mwande-Maguene, G. et al New J. Chem., DOI:10.1039/C1NJ20551J.
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extraction, les produits sont ensuite purifiés @aonne chromatographique de gel de silice.

Les résultats des différents tests sont reportés léalTableau 33.
(o]
N

H
NH
2 1) DCC, toluéne, 150°C
micro-onde
o * Hooc” NHBoc >
X 2) TFA, 150°C, 20 min, X ——N

micro-onde

94 O

86 X=H Y=H 94 X=HY=H
89 X=ClY=F 97 X=ClY=F
90 X=ClY=H 98 X=ClY=H

Schéma 44 Synthése des benzodiazépifds97 et 98 par irradiation micro-onde.

Tableau 33 :Optimisation de la synthése des benzodiazépinesrpdiation micro-onde.

. Durée de la

Entrée| Réactifs Agent de Temoperatur(-: lére étape | Solvant | Produits Rt
couplage (°C) (min) (%)

1 90 DCC 100 5 aucun 98 0

2 90 DCC 120 10 aucun 98 0
3 90 DCC 150 20 aucun 98 31
4 90 DCC 150 20 toluéne 98 69
5 90 DCC 170 20 toluene 98 35
6 90 EDCI 150 20 toluene 98 41
7 86 DCC 150 20 toluéne 94 77
8 89 DCC 150 20 toluene 97 80

Les conditions opératoires de la premiere étape@noptimisées a partir du composé
90 (entrées 1 a 6). Lorsque la premiére étape deaktiod est réalisée sans solvant et en
présence de DCC, aucune benzodiazépine n’est @bfentrées 1 et 2) quel que soit le temps
de réaction a une température de 120°C. Ce n’édsh gthauffant & une température plus
élevée (150°C), et avec un temps de réaction geelaiére étape plus long (20 mn) que le
produit 98 est obtenu avec un rendement de 31% (entrée &jout’d’'un solvant classique
pour ce type de réaction, tel que le toluene, mela formation du produit souhaité avec un
rendement satisfaisant de 69 % (entrée 4). Enfia,tampérature plus élevée semble néfaste
a la réaction (entrée 5) ainsi qu’'un changemeniadent de couplage (EDCI) (entrée 6).

Ces conditions opératoires optimisées (toluene, DIBO°C, 20 min) ont été utilisées
pour la synthése des BZP4 et 97. Ces derniéres sont obtenues avec de bons rentdedeen
77 et 80 % (Tableau 33).

Au vu de ces résultats, il est clair que cette wddlogie micro-onde présente comme
avantages : une bonne sélectivité, un gain de tesopsidérable et une amélioration des
rendements. En effet, alors que la premiere métinédessitait au moins deux a trois jours
pour I'obtention des benzodiazépines, cette secomélode par irradiation micro-onde ne
requiert que 40 minutes de réaction pour les deampes. De plus, les étapes de couplage-
déprotection-cyclisation s’effectuent « one-pot ».
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Les rendements obtenus entre les deux méthodesegmmtés dans le Tableau 34. La
réaction effectuée par irradiation micro-onde pdardi@méliorer de facon non négligeable les
rendements globaux de la réaction dans le cas efeobiazépine84 et 97. Par contre une
légere diminution du rendement a été observée lpdugnzodiazépin@8.

Tableau 34 :Comparaison des rendements obtenus entre la méth@étapes) et la
meéthode 2 (par irradiation micro-onde) pour la bgse des benzodiazépirgzs 97 et 98.

Benzodiazépines Rdt. (%) Rdt. (O/f’)
Méthode 1 (3 étapes) Méthode 2 (micro-onde)
94 66 77
97 61 80
98 75 69
I11.2.2. Réaction de condensation des BZDs avec le composé ferrocéniques

La derniére étape consistant a introduire le fémeca également été étudiée par voie

micro-onde. Cette derniere s’effectue en présendertiobutylate de potassium dans le DMF
a 130°C pendant 15 minutes. Les produi-104 sont obtenus aprés purification sur
colonne chromatographique avec des rendementwvalea34 a 72 % (Schéma 45, Tableau

35).

® t-BuOK, DMF

—_—

Fe |

* NCHals™™  430°C, 15 min
micro-onde

Schéma 45 Synthese des benzodiazépines ferrocénifj08s104 et 105 par irradiation
micro-onde.

Les benzodiazépines ferrocéniquEd2 et 104 sont obtenues avec des rendements
comparables et satisfaisants alors que le rendediitiue considérablement dans le cas de
la benzodiazépine ferrocéniql@3(Tableau 35).

Tableau 35 :Comparaison des rendements obtenus lors de laesmttel 02, 103 et 104
entre la Méthode 1 et la Méthode 2.

Produits Rdts (%) Rdts (%)
Méthode 1 Méthode 2
103 84 34
104 78 71
102 68 72

© 2011 Tous droits réservés.
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Afin d'introduire une chaine aminée sur le ferrazést ainsi se rapprocher de la
structure du Flurazépam, différentes synthésegténtéalisées mais se sont toutes soldées par
des échecs.

A lissue de ces deux méthodes de synthéses, nams @herché a vérifier I'activité
antipaludique de ces 3 benzodiazépines ferrocésique

III. ACTIVITE ANTIPALUDIQUE ET CYTOTOXICITE DES

BENZODIAZEPINES FERROCENIQUES

Nous avons a nouveau realisé les tests de settsibidis BZDFcs : au Muséum
d’Histoire Naturelle de Paris, pour les tests | $ouches de laboratoire Eefalciparum
(F32, FCBL1 et K1), a I'Unité de Parasitologie Mé&décdu CIRMF pour la cytotoxicité et les
tests sur les isolats cliniques infectés Parfalciparum Le Tableau 36 rassemble toutes les
données obtenues.

Tableau 36 :Résultats des tests de cytotoxicité et de sersilifitipaludique des BZDFcs.

Isolat 23130 | Isolat 23145| Cytotoxicité
F32 (uM) FCB1 (uM) K1 (uM) (M) (M) (M)
Clsg Clgg Clsg Clgg Clsg Clgg Clsg Clsg Clsg
102 14 3 14 2.6 6.4 11 7 9 10
103 2 3 2 4 9.2 16 10 0.5 10
104 4 7 4 2.6 5.5 10 7 1 10
CQ | 0.019 0.028 0.067 0.138 0.137 0.253 0.100 0.095 NT
Art | 0.031 0.049 0.018] 0.027 0.029 0.045 NT NT NT

© 2011 Tous droits réservés.

IV.

D’aprés ce Tableau 36 ci-dessus, nous constatolieumausement qu’aucune de ces
trois molécules ne possede une activité antipaledign effet, elles ont toutes desdGle
I'ordre du micromolaire. Que ce soit sur des soaateréeférences ou sur les isolats cliniques,
elles sont toutes moins actives que la CQ et I'Brt.outre, elles ne présentent aucun danger
pour la cellule en culture car elles ne sont pastoyiques.

CONCLUSION

Nous nous sommes limités dans ce chapitre a ldhé&yatde trois benzodiazépines
ferrocéniques. Ainsi, une méthode de syntheseaeffipar irradiation micro-onde a été mise
au point. En comparant deux méthodes de synthesmsué€es plus haut, nous pouvons
conclure que la méthode par irradiation micro-osdmble étre la meilleure car elle permet
un gain de temps considérable (40 mn au lieu d&ges jours). Aussi, majoritairement, les
rendements obtenus par cette méthode sont plusrtamp® que ceux issus de la méthode
classique. Enfin, cette méthode nécessite moingmké et permet l'utilisation one-pot de
plusieurs réactifs.
Malheureusement, les trois BZDFd02 a 104 ne présentent aucune activité

antipaludique. Cependant, elles présentent 'agaentie ne pas étre toxiques et donc elles
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pourraient étre exploitées dans le traitement désumaladies. Pourquoi ne pas essayer
d’analyser leurs effets anxiolytique, hypnotiqugjonelaxant, anticonvulsivant etc... comme
la majorité des benzodiazépines ?

Les perspectives de synthése pour améliorer ligetiantipaludique de ces
benzodiazépines seraient de chercher a resteuseppbche de la structure de la flurazépam.
En particulier, il serait intéressant d’introduira groupement amino sur le ferroceéne ou de
modifier le groupement phényle par lintroductioru derrocéne comme le montre
le Schéma 46.

= =

( NR, 8
N \i

cl ‘ _—N {— cl

O F Furazépam

X= HCl
Y= H,CH,NR,

Introduction d'un ferrocéne

Schéma 46 Perspectives de synthése de nouveaux analoguesdeigues du Flurazepam.
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One-pot microwave-assisted synthesis and antimalarial activity of

ferrocenyl benzodiazepinest
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An efficient synthesis of 1,4-benzodiazepin-2-ones is described by
condensation between 2-aminobenzophenone and Boc-protected
amino acids via microwave-assisted irradiation. This produces
higher yields in shorter reaction times than with traditional
methods. The antiplasmodial activity of the corresponding
ferrocenyl benzodiazepines was evaluated in vitro against
Plasmodium falciparum F32 (chloroquine-sensitive) and FCB1 and
K1 (chloroquine-resistant) strains and gabonese clinical isolates.

Benzodiazepine (BZD) derivatives have received significant
attention, as their core is indeed a “privileged scaffold” found
in active compounds against a variety of target types.' Parti-
cularly, the ability of 1,4-benzodiazepin-2-ones to bind to
cholecystokinin (CCK)? and central benzodiazepine receptors’
has been widely described. The benzodiazepine scaffold is also
found in neurokinin-1 antagonists as enzyme inhibitors such
as y-secretase’ and farnesyl protein transferase inhibitors.’
Some 1,4-benzodiazepine derivatives show antiproliferative
properties on tumor cell lines.® They have also been proven
to be efficient peptidomimetic of Plasmodium falciparum
falcipain-2 inhibitors.” It also appears that flurazepam (Fig. 1),
an agonist of BDZ receptors, is effective against the chloroquine-
and mefloquine-resistant Dd2 strain of Plasmodium falciparum.?
Moreover, it has been reported that malaria infection reduces the
binding capacity of benzodiazepine receptors.”

Our interest in the search for new antiplasmodial drugs has
been focused on the synthesis of ferrocenyl 1,4-benzodiazepin-2-
ones in which the aminoethyl group has been replaced by the
lipophilic entity of ferrocene. Indeed, a bioorganometallic
approach to cancer and malaria therapeutics is a growing area
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1,4-Benzodiazepin-2-one Flurazepam

Fig. 1 Structures of 1,4-benzodiazepin-2-one and flurazepam.

of organometallic chemistry.'® The high lipophilicity of ferrocene
and its electrochemical behavior render it very attractive for drug
design. Particularly, ferroquine (FQ, SSR97193), an antimalarial
molecule with a ferrocenyl moiety inserted within the side chain of
chloroquine, is currently being developed by Sanofi-Aventis and
entered phase II clinical trials in association with artesunate.''
Many combinatorial syntheses based on this scaffold have
been reported in the literature. In particular, a general way to
build the ring skeleton of 1.4-benzodiazepin-2-ones is via
reactions between protected amino acids and an aryl moiety.'?
In other procedures, 2-aminobenzophenone was left to react
with halogenoacetylhalide to produce the halogenoacetamido
followed by condensation with ammonia.'* Only one report
has described a one-pot protocol for the synthesis of 5-phenyl-
1,4-benzodiazepin-2-one derivatives using ammonium hydroxide
solution with K,CO; instead of liquid ammonia.'* This
procedure requires a reaction time of 16 hours.
Microwave-Assisted Organic Synthesis (MAOS) has
become increasingly popular in recent years to improve the
yield and/or to shorten reaction times in a large variety of
synthetic transformations. Microwave heating of closed
reaction vessels is a highly energy efficient heating technique.
In developing a strategy towards the synthesis of novel
ferrocenyl antimalarial drugs,'”> we applied microwave
technology to a one-pot synthesis of 1,4-benzodiazepin-2-ones.
Herein we present our preliminary results on the in vitro
antimalarial activity of ferrocenyl benzodiazepines against
Plasmodium strains and gabonese clinical isolates.

This journal is 52 The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2011
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Benzodiazepines 7-9 were synthesized by the procedure
outlined in Scheme 1. Peptidic coupling of substituted
2-aminobenzophenones 1-3 with protected glycine in the pre-
sence of dicyclohexylcarbodiimide (DCC) gives amides 4,5 and 6

" in 88, 70 and 74% yields, respectively, after purification by

column chromatography. The Boc-protecting group was
removed by treatment with chloride acid in isopropanol. Finally,
benzodiazepines 7-9 were obtained by cyclization using 5%
acetic acid in CH,Cl in 87-89% global yield for the two steps.'®

With the aim to increase the yields, whilst shortening the
reaction times, we decided to exploit microwave irradiation as
a heating source. Using 2-amino-5-chlorobenzophenone 1 as a
model substrate, various reaction conditions were tested to
obtain benzodiazepine 7. Results and conditions are summa-

¢ rized in Table 1.

In a general procedure, 2-amino-5-chlorobenzophenone 1
and Boc-glycine were placed in a microwave vial in the
presence of a coupling reagent and a solvent. The vessel was
hermetically sealed with a removable fitted cap. Heating was
maintained for an appropriate period. Trifluoroacetic acid was
then added to the mixture for an additional 20 min. Optimiza-
tion was performed for the first step.

When an equimolar amount of 1 and Boc-glycine, in the
presence of DCC, were irradiated without solvent for 5 or

* 10 min, no reaction occurred (entries 1 and 2). Increasing the

O 00NN B W —

Table 1 Synthesis of benzodiazepines via a microwave procedure
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Synthesis of 1,4-benzodiazepin-2-ones via conventional heating.

temperature and reaction times for the first step resulted in
formation of benzodiazepine 7 in only 31% yield (entry 3).

To improve the yield, several experimental conditions were
tested such as temperature, solvent, coupling reagent and time.
A higher yield of 86%, for 7, is obtained when the reaction is
performed using toluene as the solvent and DCC as the
coupling reagent at 150 °C for 30 min (entry 6). Increasing
the reaction temperature induced a lower yield (entry 5).
Alternative organic solvents, including dimethylformamide
and dimethylsulfoxide, were unsatisfactory due to the forma-
tion of a by-product derived from solvent decomposition
(entries 7 and 8). The use of other coupling reagents such as
EEDQ, EDCI and PyBOP caused a decrease in the yield
(entries 9, 10 and 11).

Using the conditions reported in entry 6 for aminoketones 2
and 3, 1,4-benzodiazepin-4-onecs 8 and 9 were obtained in
80 and 83% yields, respectively, after purification by column
chromatography (entries 12 and 13).

When compared to the conventional heating process,
microwave irradiation has given higher yields in shorter reac-
tion times as reported in Table 2.

Alkylation of benzodiazepines 7-9 with the ferrocen-
ylmethyltrimethyl ammonium iodide 10 in the presence of
potassium ferr-butoxide has afforded ferrocenylmethyl benzo-
diazepines 11-13 in 68-84% yield (Scheme 2). An attempt to

H o
NH, ) NK
o 1) Coupling agent, solvent, t°C, MW
O o + BocHN O
X OH 2) TFA, 150°C, 20 min, MW X =N
Y
q o
1X=ClLY=H 7 X=Cl,Y=H
2 X=ClLY=F 8 X=ClY=F
3 X=H Y=H 9 X=H,Y=H
Entry Aminoketone Coupling reagent Temperature/°C Time of first step/min Solvent Yield (%)
1 DCC 100 5 None 0
1 DCC 120 10 None 0
1 DCC 150 20 None 31
1 DCC 150 20 Toluene 69
1 DCC 170 20 Toluene 35
1 DCC 150 30 Toluene 86
1 DCC 150 30 DMF 21
1 DCC 150 30 DMSO 30
1 EEDQ 150 30 Toluene 31
10 1 PyBOP 150 30 Toluene 10
11 1 EDCI 150 30 Toluene 41
12 2 DCC 150 30 Toluene 80
13 3 DCC 150 30 Toluene 83
2 | New J. Chem., 2011, 118, 1-4 This jeurnal is @ The Royal Seciety of Chemistry and the Centre National de Is Recherche Scientifique 2011
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Table 2 Comparison of yields between the conventional heating
method and the microwave irradiation method for benzodiazepine
synthesis

Microwave irradiation
yield (%)

Conventional
heating yield (%)

i Benzodiazepine

7 76 86
8 61 80
9 66 83

N
Fe
H o N{ \go
N

Lo £-BUOK, DMF O
N*(CHa)gl ——— =
Fe 90°C X
o

CLY
CLY
HY

-
wNa
XX X
[

L)
Inzx

Scheme 2 Synthesis of ferrocenylmethyl benzodiazepines 11-13.

Table 3 Comparison of yields between the conventional heating
method and the microwave irradiation method for alkylation of
benzodiazepines

Ferrocenyl Conventional Microwave irradiation
benzodiazepines heating yield (%) yield (%)

11 68 71

12 78 72

13 84 34

increase these yields via microwave methods was made. How-
ever, the resulting yields are lower or equal to conventional
heating (Table 3).

The three ferrocenyl benzodiazepines were evaluated for
their antimalarial activity in vitro upon the chloroquine-
sensitive F32 (ICso CQ = 0.019 uM) and resistant FCBI
(ICsp = 0.111 pM) and K1 (ICsy = 0.157 uM) P. falciparum
strains. These benzodiazepines were also tested on two
CQ-resistant clinical isolates from Franceville/Gabon. The
potencies of the ferrocenyl compounds, as indicated by their
ICsp values, are summarized in Table 4. All tested compounds
exhibited modest activities on the CQ-sensitive F32, CQ-resistant

FCB1 and K1 strains with ICsq ranging from 1.4 to 9.2 pM.
A decrease of the antimalarial activity was observed on the
CQ-resistant K1 strain and the clinical isolate 23130 with higher
ICso values (5.5 to 10 uM). The best biological activities have
been obtained on the CQ-resistant clinical isolate 23145 with ICs,
of 1 pM for benzodiazepine 12 and ICs, of 0.5 uM for 13.

The three ferrocenyl benzodiazepines were subjected to
cytotoxic evaluation against MRC-5 cells employing the
MTT colorimetric method and values of 10 uM have been
obtained (Table 4). These compounds provided a selectivity
index calculated on K1 strain (ratio CCso/ICsp) of 1-1.8, too
low for potential development as drug candidates.

In conclusion, a convenient and efficient synthesis of
1,4-benzodiazepin-2-ones has been developed with microwave
heating. Short reaction times and simple procedures and
purifications make this method applicable for other benzo-
diazepine syntheses. The ferrocenyl benzodiazepines in parti-
cular display significant antiplasmodial activity against the
P. faleiparum F32 CQ-sensitive and FCBI and K1CQ-resistant
strains with ICs, ranging from 1 to 10 pM. Thus, the synthesis
of ferrocenyl benzodiazepines bearing varied substituents on the
ferrocenyl entity is currently underway in our laboratory.

The authors are thankful to the institutions that support our
laboratory (Centre National de la Recherche Scientifique,
Universite de Lillel). This research was supported by the
“Conseil Régional Nord-Pas de Calais” (grant for GMM
and program PRIM), the Museum d’Histoire Naturelle de
Paris, the Centre International de Recherches Médicales de
Franceville and the Université de Franceville. The authors also
gratefully acknowledge Catherine Méliet for microanalysis
experiments, Faustin Lekoulou, Julie Pontarollo and Sonya
Estelle Zang-Edou for parasitological assistance.

Experimental
Syntheses

General procedure for preparation of 7-9 by a microwave-
assisted method. Substituted 2-aminobenzophenone (0.126 mmot),
DCC (0.126 mmol, 0.026 g) and N-Boc-glycine (0.126 mmol,
0.022 g) in toluene (400 pL) were placed in a 10 mL microwave
tube equipped with a magnetic stirrer. The scaled tube was
placed in the cavity of the microwave reactor and irradiated
for 20 min at 150 °C. Trifluoroacetic acid (600 pL, 7.9 mmol)

Table 4  In vitro antiplasmodial activity against F32, FCBI and K1 P. falciparum strains and gabonese clinical isolates® and cellular cytotoxicity”

of ferrocenyl benzodiazepines 11-13

In vitro activity 1Csy (uM)

Cytotoxicity CCs/uM

BDZ F32 FCBI K1 Isolate 23130 Isolate 23145 MRC-S cellls
1 1.4 1.4 6.4 7 9 10

12 4 14 5.5 7 1 10

13 2 24 9.2 10 0.5 10

CQ* 0.019 0.111 0.157 0.100 0.095 NTY

FQ¢ 0.029 0.020 0.031 NT NT NT

ART¢ 0.031 0.018 0.029 NT NT NT

“ The results are expressed as ICs, values at least one experiment for F32, three independent experiments for FCB1, two experiments for K1 and
one experiment in triplicate for clinical isolates. ® The cytotoxic activity was assayed in vitro on MRC-5 cell line using the MTT assay. © CQ =
chloroquine, FQ = ferroquine. ART = artemisinine. “ NT: not tested.
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was then added to the mixture and the reaction vessel was
irradiated at 150 °C for 20 min. The solution was neutralized by
an aqueous 6 N NaOH solution and extracted with dichloro-
methane (3 x 3 mL). The organic layers were dried over MgSOy,
and evaporated. The residue was purified using column
chromatography (eluent: petroleum ether/diethyl ether: 7/3).

General procedure for ferrocenyl benzodiazepine synthesis.
To a solution of benzodiazepines 7-9 (0.636 mmol) in freshly
distiled DMF (10 mL) was added #+~BuOK (0.713 g,
0.636 mmol) at 0 °C. After stirring for 30 min at 0 °C,
ferrocenylmethyltrimethyl ammonium iodide 10 (0.169 g,
0.438 mmol) in DMF (5 mL) was added to the mixture at
20 °C. The solution was heated at 150 °C for 4 hunder N,. | M
HCI solution was then added until neutralization and the
mixture was extracted by CH,Cl, (3 x 15 mL). The organic
layers were dried over MgSO, and evaporated. The residue
was purified using column chromatography (eluent: ethyl
acetate/petroleum ether: 5/5).

7-Chloro-1,3-dihydro-1-ferrocenylmethyl-5-phenyl-2H-1,4-
benzodiazepin-2-one (11). Yield 68%. Mp 184 °C. 6y (300 MHz,
CDCl3) 7.37 (3H, m, ArH), 7.27 (4H, m, ArH), 7.06 (1H, m,
ArH), 5.12 (1H, d, J 14.0 Hz, CH,Fc), 4.70 (1H, d, J 10.3 Hz,
CH,), 4.41 (1H, d, J 14.0 Hz, CH,Fc), 4.09 (SH, s, Cp’), 3.97
(4H, m, Cp), 3.64 (1H, d, J 10.3 Hz, CH,); é¢c (75.5 MHz,
CDCl3) 169.1, 168.2, 140.7, 138.2, 132.0, 131.0, 130.5, 129.5,
129.4,128.2,124.4,69.4, 68.6, 67.9, 56.9, 46.2. rt; coms 3.58 MS
368.9. Found: C, 66.35; H, 4.57; N, 5.96%. CysH,;CIFeN,O
requires C, 66.62; H, 4.52; N, 5.98%.

7-Chloro-1,3-dihydro-1-ferrocenylmethyl-5-(-2-fluorophenyl)-
2H-1,4-benzodiazepin-2-one (12). Yield 78%. Mp 110 °C. éy
(300 MHz, CDC1;) 7.37-7.30 (3H, m, ArH), 7.29 (1H, td,
J 9.1 and 3.0 Hz, ArH), 7.10 (1H, td, J 7.1 and 3.0 Hz, ArH),
6.99 (1H, s, ArH), 6.97-6.95 (1H, m, ArH), 505 (1H, d,
J 14.2 Hz, CH,Fc), 4.78 (1H, d, J 10.5 Hz, CH,), 4.61 (lH,
d, J 14.1 Hz, CH,Fc), 4.07-3.96 (3H, m, Cp), 4.05 (5H, s, Cp’),
3.98 (2H, m, Cp), 3.67 (1H, d, J 10.5 Hz, CHy); ¢ (75.5 MHz,
CDCl;) 168.1, 165.8, 140.1, 132.2, 1322, 131.5, 131.1, 130.0,
128.4, 124.3, 124.1, 116.4, 116.1, 69.7, 69.1, 68.7, 68.1, 57.0,
46.6. rt cms 3.51 MS 486.9. Found: C, 63.99; H, 4.13; N,
5.65%. CogH,oCIFFeN,O requires C, 64.16; H, 4.14; N, 5.76%.

1,3-Dihydro-1-ferrocenylmethyl-5-phenyl-2 H-1,4-benzodiazepin-
2-one (13). Yield 84%. Mp 215 °C. 6y (300 MHz, CDCl3) 7.49
(2H, m, ArH), 7.42-7.31 (5H, m, ArH), 7.28 (2H, m, ArH),
5.20 (1H, d, J 15.0 Hz, CH;Fc), 4.70 (1H, d, J 10.1 Hz, CH,),
4.53 (1H, d, J 15.0 Hz, CH,Fc), 4.16 (5H, s, Cp’), 3.90 (4H, m,
Cp), 3.67 (1H, d, J 10.2 Hz, CH;); éc (75.5 MHz, CDCl;)
172.2, 171.2, 139.4, 138.8, 131.7, 131.3, 130.3, 129.7, 128.7,
127.2, 123.3, 121.2, 69.7, 69.1, 68.7, 68.7, 68.1, 57.0, 55.7.
rtpems 3.31 MS 434.9. Found: C, 71.12; H, 5.23; N, 6.33%.
CosHy,FeN,O requires C, 71.40; H, 5.11; N, 6.45%.
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Le paludisme demeure jusqu’a présent, un probléangadté publique majeur dans le
monde. En effet, plus de la moitié de la populatioandiale est exposée au risque de
contracter la maladie. De méme, la toxoplasmoseuest maladie parasitaire due a un
protozoaire du genr&oxoplasma gondiiLa toxoplasmose constitue une maladie majeure
opportuniste pour les sujets immunodéprimés. Eleégalement trés dangereuse pour les
femmes enceintes, plus précisément pour I'enfaediguporte.

Suite a 'augmentation des résistances aux ansipair@s utilisés face Blasmodium
et Toxoplasmales chercheurs travaillent pour tenter de trowless molécules plus efficaces
et accessibles a tous. C’est dans cette perspeptevédes travaux de la thése ont reposé sur la
conception et la synthese de nouvelles moléculesci&niques ainsi que sur leurs activités
antipaludique, antitoxoplasmique et antitubercudeus

Dans une premiére partie, nous avons présenté nthese de nouveaux deérivés
ferrocéniques de [I'atovaguone. Cette série de mb@éc présente un squelette 2-
hydroxynaphtoquinone et une chaine ferrocénylatkyt@ en position 3. L'objectif de la
synthese de cette série était de se rapprochex geuicture chimique de I'atovaquone afin
d’améliorer son efficacité antiplasmodiale et amiiplasmique. Nous avons étudié leurs
activités antiplasmodiale, anti-toxoplasmique eibtyxique sur un clone de. falciparum
chloroquino-résistant (W2) et sur 3 isolats cligunfectés paP. falciparum un clone dd'.
gondii, Pruf-Gal co-culture macrophages J774 et deux lignédslaiees, J774 A.l et
HepG2. Cette premiére série de molécules agissartes a de fortes concentrations
inhibitrices (de l'ordre du micromolaire) sur leonk CQ-résistant W2. Cependant, de
meilleurs résultats ont été observés pour les ceagpposseédant un groupement cyclohexyle
sur des souches cliniques. Ces deux molécules npeégeune structure plus proche de
I’Atovaquone. Pour I'activité anti-toxoplasmiquepus notons une perte d’activité de nos
molécules en comparaison de celles obtenues pracéelet au laboratoire. Une étude plus
approfondie sur la géométrie spatiale des aminatxytaphtoquinones ferrocéniques est
nécessaire pour comprendre le role exact jouégpaitie alkylaminoferrocénique. Il serait
beaucoup plus intéressant d’arriver & mimer lactire exacte de I'atovaquone en remplacgant
uniguement legp-chlorophényle par un ferrocéne. Cependant, mdtgré les efforts menés,
aucun schéma de synthese n’a permis d’accédec@nggoseé.

La seconde étude nous a permis d'accéder a treideatones quinoléiques et
acridiniques substituées par une fonction aminesiAen combinant les squelettes hydrazines
guinoléiques et acridiniques et le ferrocéne caal®hyde substitué par une fonction amine,
nous avons synthétisé des hydrazones ferrocénigaediniques et quinoléiques. Une
variation des groupements aminés a été apportéde ssmuelette ferrocénique. L’activité
antiplasmodiale de ces dernieres a été évaluégesutiones de référence F32, FcB1 et K1 et
également sur des isolats cliniques infectéshhafalciparum D’'une maniére générale, les
hydrazones quinoléigues ferrocéniques sont pluseacque les hydrazones ferrocéniques
acridiniques. Parmi ces 13 molécules, quatre dcertles présentent de bonnes activités
antipaludiques avec dessgtle 'ordre du nanomolaire. Il serait importantgpaofondir leur
étude. En patrticulier, il serait intéressant dbaire des substituants sur le cycle quinoléique.
Nous avons également réalisé des tests d’actie® hd/drazones ferrocéniques sur une
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souche de tuberculoskI( tuberculosis Cependant, les résultats biologiques ont maumed
activité limitée par rapport aux molécules de réfée telles que I'éthambutol et I'isoniazide.

Dans le chapitre 4, nous avons présenté une newdlie de 4-aminoquinoléines dont
l'originalité repose sur la présence d'un hétérteyazoté saturé et d’'un ferrocéne. Une
chaine carbonée linéaire de longueur variable aégaement insérée entre le cycle
qguinoléique et I'hétérocyle. Les activités de ceddoules ont été eégalement étudiées sur des
isolats cliniques gabonais infectés parfalciparumet sur des souches de laboratoirePde
falciparum F32, FcB1 et K1. L'effet cytotoxique de ces AQFcaussi été analysé sur des
cellules épithéliales de rein de singe Véro. Ceesiquinoléines ferrocéniques ont conduit &
des activités antipaludiques élevéeslQ nM) a la fois sur les isolats cliniques que lsgr
souches deP. falciparum Les tests de sensibilité antiplasmodiale nous merimis de
confirmer également I'hypothese selon laquelle,ldagueur de la chaine influencait
significativement l'activité inhibitrice des 4-anaiquinoléines. Ainsi, il est non seulement
important que la séparation inter-azote soit pri&senais aussi et surtout que cette séparation
se fasse par une chaine a 2-3 atomes de carbanpsédence d’un méthyle sur I'azote porté
par le ferrocéne ne perturbe pas I'activité antigajue. L'étude cytotoxique de ces molécules
sur les cellules Véro a montré I'effet toxique @etains composés actifs darfalciparum Le
calcul des indices de sélectivité permet de soatiggue les effets inhibiteurs de ces
molécules seraient certainement dus a leurs tésicifependant certaines aminoquinoléines
utilisées a des doses inférieures a 500 nM ne peseaucun danger pour la cellule car elles
ne sont pas cytotoxiques. Pour la série des aminolgines, il serait particulierement
intéressant de poursuivre leurs études en faisast ahalyses plus poussés (logD,
modélisation moléculaire, interaction ave@ibématine, test sur un modéle animal, etc....).

Le chapitre 5 présente la synthése de nouvellezobi@azépines ferrocéniques. Tout
en conservant le motif benzodiazépine du Flurazepaous avons modifié la partie
aminoéthyle par I'introduction du motif ferrocénauJne premiére partie de cette étude s’est
limitée a l'optimisation de la synthese du squelebtenzodiazépine. C’est ainsi que
I'utilisation des irradiations micro-ondes a perrdes diminuer le temps global de réaction et
d’augmenter le rendement de la réaction. Comme [@sumolécules précédentes, I'activité
antiplasmodiale de ces benzodiazépines ferrocémiquété étudieée. Malheureusement, les
trois benzodiazépines ferrocéniquesprésentent aucune activité antiplasmodiale. i@k,
elles présentent 'avantage de ne pas étre toxiefudsnc elles pourraient étre exploitées dans
le traitement d’autres maladies. Les perspectivessynthése pour améliorer Il'activité
antiplasmodiale de ces benzodiazépines seraiecheleher a rester le plus proche de la
structure de la flurazépam. En particulier, il #enatéressant d’introduire un groupement
amino sur le ferrocene ou de modifier le groupermpéényle par I'introduction du ferrocéne.
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A. CHIMIE

Les réactions étaient suivies par chromatographiesuche mince de gel de silice Macherey-
Nagel Polygram Sil G/UV254. Les produits étaiertedtés sous lampe UV a 254, ensuite purifié par
colonne chromatographique sur gel de silice (Méligselgel 60).

Les spectres RMHH et °C ont été enrégistrés a temprérature ambiantersspectrometre
Brucker AC 300 dont le TMS (tétraméthylsilane) €tatilisé comme référence interne. Les
déplacements chimiquéssont donnés en partie par million (ppm) par rapparTMS 6 = 0,00). Les
analysesH étaient obtenues & 300 MHz'& a 75,5 MHz. Le chloroforme, le méthanol et le DMS
étaient utilisés comme solvants deutérés suivaabliabilité des produits. Les abréviations s, d,t,
dd et m se référant & des signaux sous forme dalsindoublet, triplet, quadruplet, doublet dédéub
et multiplet ont été utilisées pour les specttésLes constantes de couplage sont données en. Hertz
Pour les spectréSC, les abréviations utilisées sorlf, CH, CH2, et CH3 pour désigner les carbones
guaternaires, tertiaires, secondaires et primai@s. correspond au cycle cyclopentadiényle du
ferrocene. La numérotation des protons figurantesimolécules sert a faciliter 'analyse des gpsct
RMN et ne correspond pas a la nomenclature offéciel

Le micro onde utilisé est un CEM Discover, puisgate micro onde focalisées de 0 a 300 W.
Les spectres de masse ont été enregistrés suregira@péetre de masse Waters Micromass
Quarttro Il triple quadrupole LC équipé d’'une iatien electrospay (ESI) et de sources d’ionisation

chimique a pression atmosphérique (APCI).

Les analyses élémentaires ont été réalisées suanatyseurvarioMICRO au sein du
laboratoire.
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I. DERIVES FERROCENIQUES D’ATOVAQUONE

I.1. Synthese des amines ferrocéniques 2 - 5

Mode opératoire général

Dans un ballon de 100 mL, 1,3 équivalent d'alkylaei0,66 mmol) et 1 équivalent de ferrocéne
carbaldéhyde (0,5 mmol) sont solubilisés dans 20daltertiobutylméthyléther en présence de 4 g desta
moléculaire & 4 A. Le mélange est placé sous awitatagnétique a température ambiante pendan84vmol
de borohydrure de sodium et 10 mL de méthanol additionnés au mélange. Aprés 15 minutes d’agitat®
mélange réactionnel est filtré. Un mélange de 10deiau et de 20 mL d’éther éthylique est ajoutdilerat. La
phase éthérée est alors lavée par une solutiorusgukacide chlorhydriqueM (3 x 20 mL). La phase aqueuse
est neutralisée du KOH et extraite par du dichl@tane (3x 20 mL). La phase organique est séchée sur
Na,SO, et évaporée sous pression réduite.

N-[2-(4-chlorophényl)éthyl]ferrocénylméthylamine 2

—t N/ Poudre jaune (R. = 99%)
N—t M = 353,674 g/mol
@ P.F =148°C

RMN *H (CDCE) : 2.3 (s, 1H, NH), 2.67 (11.37, 2H, H), 2.72 (tJ 1.37, 2H, H), 3.8 (s, 2H, H.), 4.1 (s, 5H,
Cp), 4.15 (s, 2H, Cp), 4.19 (s, 2H, Cp), 7.3)(d.2 Hz, 2H, H et H;), 7.5 (d,J 7.2, 2H, H et H;), RMN °C
(CDCL) : 36.2 (1C, ©, 48.2 (1C, §, 49 (1C, G), 69.23 (2C, Cp), 70.01 (5C, Cp), 74.73 (2C, Qp),
80.64 (1C, Cp-¢), 128.8 (2C, §), 129.2 (2C, ¢), 130.8 (1C, @), 137.1 (1C, Q).

N-(2-phényléthyl)ferrocénylméthylamine 31

I@ ) Poudre jaune (R. = 95%)

@_/ ' M = 319.229 g/mol
el P.F =66°C

RMN H (CDCE) : 2.3 (s, 1H, NH), 2.67 (4 1.37, 2H, H), 2.88 (1,J 1.38, 2H, H), 3.81 (s, 2H, k), 4.1 (s,
5H, Cp), 4.15 (s, 2H, Cp) ; 4,19 (s, 2H, Cp), (OB 1H, Hy), 7.12 (d]) 7.2, 2H, B), 7.21 (M, 2H, K). RMN
3C (CDCH) : 36.2 (1C, §), 48.2 (1C, G, 49 (1C, G), 69.23 (2C, Cp), 70.01 (5C, Cp), 74.73 (2C, Gp),
80.64 (1C, Cp-¢), 128.8 (1C, §), 129.2 (2C, §), 1315 (2C, §), 136.2 (1C, §).

N-(4-phénylbutyl)ferrocénylméthylamine 4

n “ Poudre jaune (R. = 97%)
—s M = 347.283 g/mol
] P.F=168°C
L

RMN 'H (CDCl) : 1.41 (m, 2H, k), 1.62 (m, 2H, B), 2.1 (s, 1H, NH), 2.67 (m, 4H, -t Hy), 3.81 (s, 2H,
H,.), 4.1 (s, 5H, Cp), 4.15 (s, 2H, Cp), 4.19 (s, &), 7.08 (M, 1H, &), 7.21 (m, 4H, 2K, 2Hy). RMN 1°C

(CDCly) : 28.7 (1C, @), 30.2 (1C, ), 35.7 (1C, G), 49.09 (1C, &), 49.5 (1C, §), 69.23 (2C, Cp), 71.01 (5¢
Cp), 75.73 (2C, Cp), 81.02 (1C, Cp-§ 126 (1C, G), 128.8 (2C, §), 129.25 (2C, §), 135.2 (1C, §).

! Wenzel, M.; Asindraza, P.; Schachschneider, G. J. of Labelled Compd and Radiopharm. 1983, 20, 1061 — 71.
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N-(4-hydroxycyclohexyl)ferrocénylméthylamine 52

@7_{“\16%54\&' Poudre jaune orangé (R. = 97%)
@ M = 313.22 g/mol

P.F =130-132°C
RMN *H (CDCk) : 1.09 (m, 2H, Het H; en axial), 1.19 (m, 2H, Het H; en axial), 1.61 (m, 2H, +et H; en
équatorial), 1.78 (m, 2H, $&t H en équatorial), 2.05 (s, 1H, NH), 2.09 (m, 1H,d# axial), 3.38 (m, 1H, H
en axial), 3.81 (s, 2H, #J, 4.1 (s, 5H, Cp), 4.15 (s, 2H, Cp), 4.19 (s, @d). RMN*3C (CDCL) : 36.6 (2C, G
et G), 35.7 (2C, Get G), 46.78 (@) ; 56,2 (G), 72.7 (1C, @), 69.23 (2C, Cp), 70.01 (5C, Cp), 74.73 (2C,
Cp), 80.64 (1C, Cp-£).

I.2. Synthese des amines ferrocéniques 10 a etb

Oxime de la 4-phénylcyclohexanone 8

Mode opératoire

Dans un ballon de 100 mL, 713 mg (4,1 mmol, 1édaith de 4-phénylcyclohexanong&)(1g (25
mmol) de soude et 412 mg (5,8 mmol) de chlorhydddtgdroxylamine sont préalablement solubiliséssdan
minimum (2 mL) d’eau et mis en solution dans 50 éhanol. Le mélange est chauffé a reflux sous tmita
magnétique pendant 3 h. Le mélange réactionnetedaiidi lentement jusqu’a température ambiantds pu
neutralisé par 100 mL d’eau. La phase aqueusexgsite trois fois par 100 mL de GHI,. La phase organique
est séchée sur PBO,, et évaporée sous pression réduite.

2 HON ‘ 7 B Poudre blanche (R. = 99%)
M = 186,26 g/mol

P.F =107°C

RMN H (CDCl) : 1.3 (m, 1H, Hen axial), 1.7 (m, 1H, Haxial),1.82 (tJyana’ -5,dhanéd-5, 1H, K axial), 1.85
(t, Jnana? -5,HaHad.5,1H, B en axial), 2.06 (m, 1H, Hen équatorial), 2.2 (m, 1H,st¢n équatorial), 2.48 (m
1H, H, en axial), 2.7 (m, 2H, Het H; en équatorial), 2.78 (yend.5,J4ene3-5, 1H, H en équatorial), 7.11 (4,
7.2, 1H, H), 7.15 (m, 2H, Het Hy), 7.17 (dJ 7.1, 1H, H,), 7.20 (t,J 7.1, 1H, Hy), 7.22 (t,J = 7,2 Hz, 1H,
Ho), 7.23 (m, 2H, Ket Hy), 7.25 (t,J 7.1, 1H, Hy), 9.05 (s, 1H, k). RMN **C (CDCE) : 24 (1C, G), 32.01
(1C, G), 32.9 (G), 34.04 (1C, @, 43.72 (1C, @), 126.00 (1C, &), 126.76 (2C, G et G), 128.53 (2C, g et
Cy), 145.77 (1C, ¢, 159.8 (1C, .

4-Phénylcyclohexylamine 93

Mode opératoire

Dans un ballon de 100 mL, 4 équivalents de LiA{B,28 mmol) sont placés dans 10 mL de THF sous
atmosphére d’azote. 1 Equivalent de la 4-phénytdyetanone oxime dans 10mL de THF est ajouté gautte
goutte. Le mélange est chauffé a reflux (90°C) smigtion magnétique. Apres 4 H de réaction, léange est
refroidi a température ambiante, hydrolysé par &0d'eau et extrait par du dichlorométhane (3 X 30)nLa
phase organique est séchée susS®a et évaporée sous pression réduite. Le mélangeésemnie sous deux
diastéréoisomeres cis et trans non séparablesipanatographie colonne.

2 3 8 9

- a 7 . Huile (R. = 100%)
M = 175.275 g/mol

RMN "H (CDCl) : 1.15 (m, 1H, Hax), 1.22 (m, 1H, kax), 1.24 (m, 1H, kAx), 1.42 (m, 1H, kax), 1.47 (m,
1H, Heq), 1.50 (m, 1H, ktq), 1.65 (m, 1H, keqg), 1.81 (m, 1H, kkq), 1.91 (g, 1H, ktq), 2.55 (m, 1H
Hitrans), 2.77 (m, 1H, Hdis), 3.22 (s, 2H, Nb), 7.1 (1H, Ho), 7.24 (m4H, Hs, He, Hyy, Hip). RMN *°C
(CDCL) : 27.7 (G), 33.1 (1C, Gy, 33.3 (1C, Gyand, 36.9 (1C, @), 43.5(1C, Guo, 43,6 (Gyand, 45.1 (1C,
Cy), 50.4 (1C, §), 125.89(1C, &), 125.98 (1C, §), 126.80 (1C, G), 126.89 (1C, §), 128.3 (1C, &), 147.1
(Cp).

2
Baramee, A.; Coppin, A.; Mortuaire, M.; Pelinski, L.; Tomavo, S.; Brocard, J. Bioorg. Med. Chem. 2006, 14, 1294 — 1302.
3 Carenini, G.; Carissimi, M.; D'Ambrosio, R.; Grumelli, E.; Milla, E.; Ravenna, F. Farmaco, 1973, 28, 265 — 77.
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N-(4-phénylcyclohexyl)ferrocénylméthylamine 10 (a et b)

Mode opératoire

Dans un ballon de 100 mL, 1,3 équivalent d'alkylaeni0,66 mmol) et 1 équivalent de ferrocéne
carbaldéhyde (0,5 mmol) sont solubilisés dans 20daltertiobutylméthyléther en présence de 4 g desta
moléculaire & 4 A. Le mélange est placé sous amitaagnétique a température ambiante pendan84vimol
de borohydrure de sodium et 10 mL de méthanol additionnés au mélange. Aprés 15 minutes d'agiiat®
mélange réactionnel est filtré. Un mélange de 10d'elau et de 20 mL d’éther éthylique est ajoutdiltrat. La
phase éthérée est alors lavée par une solutiousgukacide chlorhydrique M (3 x 20 mL). La phase aqueuse
est neutralisée par KOH et extraite par du dichtarthane (3x 20 mL). La phase organique est séchée sur
NaSQO, et évaporée sous pression réduite. La séparatem ddux isomeéres cis et trans se fait par
chromatographie sur colonne de gel de silice avadugtion d’éluant (100% d’éther éthyligue pouptemier
et un mélange d’éther de pétrole/triéthylamineZ8Dpour le second).

H
N
1

Brut huile (R. = 99%),
Mélange Cis (huile R. 35%),
Trans(solide R.65%)

M = 373.231 g/mol

P.F trans = 95°C

RMN 'H (CDCl, ppm) : 1.25 (s, 4H, kHs,Hs,Hg en ax), 1.8 (m, 1H, §q), 1.9 (m, 1H, kkq), 2.00 (m, 1H
Hseq), 2.05 (m, 1H, k&q), 25 (m, 1H, kbx), 2.55 (m, 1H, kax), 4.03 (s, 1H, B),, 4.06 (s, 5H, Cp), 4.12 (
2H, Cp), 4.13 (s,2H, Cp), 7.1 (m, 1H;d 7.12 (m, 2H, Ky et Hy), 7.14 (s ,2H, kb et H), 7.17 (m, 1H, ),
7.19 (m,1H, Hy), 7.22 (d,J 725, 1H, H), 7.24 (d,J 7.25, 1H, H,). RMN **C (CDCE) : 27.7 (G), 33.3 (1C,
Cy), 36.9 (1C, @), 43,6 (G), 47.1 (1C, @), 52.4 (1C, &), 68.22 (2C, Cp), 71.1 (5C, Cp), 74.73 (2C, dp),
79.64 (1C, Cp-@), 125.89(1C, &), 125.98 (1C, ¢), 126.80 (1C, &), 126.89 (1C, @), 128.3 (1C, &), 147.1
().

RMN *H (CDCh, ppm) : 1,59-1,63 (m, 4H, ddx , Hhax, Hsax, Hax), 1,64-1,75 (m, 2H, j8q, Heq), 1,78-1,86
(m, 2H, Heq, Heq), 2,50-2,58 (m, 1H, ) 2,91 (m, 1H, H), 3,48 (s, 2H, k), 4.04 (s, 1H, k), 4,11 (s, 5H,
Cp), 4,08-4,29 (m,4H Cp), 7,14-7,26 (m, 5H, H bergée). RMN™C (CDCL, ppm) : 28,3 (2C, § Cs), 30,6
(2C, G, Gy), 43,9 (1C, @), 46,3 (1C, Cp), 51,2 (1C,.8}, 67,8 (2C, Cp), 68,4 (5C, Cp), 68,5 (2C, Cp),88
(1C, Cp), 125,9 (1C, ), 127,0 (2C, G Cy), 128,4 (2C, G Cy1), 147,5 (G).

T

Iz

~

I.3. Condensation des amines ferrocéniques sur la 2-
hydroxynaphtoquinone : composés 22 - 27

Mode opératoire général

Dans un ballon de 100 mL, 4 mmol de I'amine ferrogée et 4 mmol de la 2-hydroxynaphtoquinone
sont solubilisés dans 10 mL d’éthanol. Le mélargjeckhauffé a 45°C sous agitation pendant cing rasRuis,
deux gouttes soit 36 mg (1,2 mmol) de formaldéhgdesolution aqueuse a 37% sont ajoutées sousiagitat
vigoureuse. Ce mélange est laissé sous agitatimmpérature ambiante durant quatre heures (sacjucant
bout d'une heure il y a apparition d'un précipitdige pourpre). Le mélange est filtré, lavé aveendthanol et
trois fois 20 mL d’éther éthylique. La phase orgaei est séchée sur J$&), et évaporée sous pression réduite.

3-[N-2-(parachlorophényl)éthyl)-N-(ferrocénylméthyl)aminométhyl]-2-
hydroxynaphtoquinone 22

. Poudre rouge (R. = 99%)
“ M = 539 g/mol

P.F = 110-115°C

LC/MS : 540.08 (MH)
RMN *H (CDCk, ppm) : 2.65 (m, 2H, b, 2.69 (m, 2H, H), 3.03 (s, 2H, H-), 3.62 (s, 2H, H), 4.1 (s, 5H,
Cp), 4.15 (s, 2H, Cp), 4.19 (s, 2H, Cp), 7.064d..25, 2H, H. et Hy), 7.22 (] 7.25, 2H, H et Hy), 7.73 (m,
2H, Hy, et Hy), 8.11 (m, 2H, K, et Hy,), 15.08 (s, 1H, Ok). RMN **C: 36.2 (1C, ¢), 48.9 (1C, @),
51.32 (1C, G-), 48.2 (1C, ), 69.23 (2C, Cp), 70.01 (5C, Cp), 74.73 (2C, ®#)64 (1C, Cp-¢), 117.8 (1C,
Cav), 128.8 (2C, @), 129,2 (2C, @), 130.4 (2C, G et Gy), 131.5 (1C, @), 131.9 (2C, G, et Goy), 135.7
(2C, Gy et Gy), 137.8 (1C, §), 154.00 (1C, G.), 178.03 (1C, &), 183.1 (1C, G.).
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3-[N-2-phényl)thyl)-N-(ferrocénylméthyl)aminométhyl]-2-hydroxynaphtoquinone 23

, ; s Poudre orange (R. = 99%)
A M = 505 g/mol
N P.F =101-110°C

o
gy
10y
8i Om
Tiv
5 3w
6iv "

o

1

LC/MS : 506.13 (MH)
RMN *H (CdCk, ppm) : 2.65 (m, 2H, ), 2.69 (m, 2H, ), 3,03 (s, 2H, k), 3.62 (s, 2H, k), 4.1 (s,5H,Cp)
4,15 (s,2H, Cp), 4.19 (s, 2H, Cp), 7.08 (M, 1K) H.12 (d33 7,25, 2H, H- et Hy), 7.21(d,*J 7,25, 2H, H- et
Hs), 7.73 (m, 2H, H, et H,), 8 (M, 2H, H, et Hy,), 15 (s, 1H, Ok ). RMN **C (CDC}) : 36.2 (1C, ),
48.2 (1C, G), 49 (1C, G), 69.23 (2C, Cp), 70.01 (5C, Cp), 74.73 (2C, (8).64 (1C, Cp-¢), 117.8 (1C,
Cav), 128.8 (1C, §), 129.2 (2C, @), 130.9 (2C, Gy et Gy), 131.8 (2C, @), 132.2 (2C, Gy et Goy), 135.7

(2C, Gy et Gy, 136.2 (1C, @), 154.1 (1C, G.), 178.03 (1C, @), 183.1 (1C, G).

3-[N-2-phényl)thyl)-N-(ferrocénylméthyl)aminométhyl]-2-hydroxynaphtoquinone 24

Poudre jaune (R. = 97%)
M = 533 g/mol
P.F=75°C

LC/MS : 534.13 (MH)

RMN 'H (CdCk, ppm) : 1.39 (m, 2H, B, 1.62 (m, 2H, H), 2.36 (m, 2H, H), 2.55 (m, 2H, H), 3.03 (s, 2H,
Hy»), 3.62 (s, 2H, H), 4.1 (s, 5H, Cp), 4.15 (s, 2H, Cp), 4.19 (s, &), 7.08 (m, 1H, k), 7.21 (m, 4H
benzénique K, Hz, Hs, et H), 7.73 (m, 2H, H, et H,), 8 (m, 2H, H;, et Hy,), 15 (s, 1H, OH:). RMN B¢

(CDCly) : 28.7 (1C, ), 30.2 (1C, ), 35.7 (1C, G), 49.09 (1C, &), 49.5 (1C, §), 69.23 (2C, Cp), 71.01 (5C,

Cp), 75.73 (2C, Cp), 81.02 (1C, Cp-§; 117.8 (1C, G,), 126 (1C, G), 129.8 (2C, §), 129.25 (2C, ©),
130.9 (2C, G, et G;,), 131.8 (2C, @), 133.08 (2C, G, et Goy), 135.2 (1C, @), 135.7 (2C, G, et G;), 154.1
(1C, Gy), 178.03 (1C, &), 183.1 (1C, Q).

3-[N-2-phényl)thyl)-N-(ferrocénylméthyl)aminométhyl]-2-hydroxynaphtoquinone 25

Poudre jaune orangée (R. = 96%)
M = 499 g/mol

P.F =139°C

LC/MS : 500.15 (MH)

© 2011 Tous droits réservés.

RMN *H (CdCE, ppm) : 1.09 (m, 2H, ket H; en axial), 1.19 (m, 2H, Het H; en axial), 1.61 (m, 2H, 4t Hs
en équatorial), 1.78 (m, 2H,3t¢t H en équatorial), 2 (s, 1H, QHn équatorial), 2.09 (m, 1H,;Hn axial),
3.03 (s, 2H, K), 3.38 (m, 1H, H en axial), 3.62 (s, 2H, H, 4.1 (s,5H,Cp non substitute), 4.15 (s,2H,
substitute), 4,19 (s,2H,Cp substitute), 7.73 (m, B et H+), 8.00 (m, 2H, B et Hy~), 15 (s, 1H, OH-).
RMN *C (CDCE) : 34.6 (2C, Get G), 36.7 (2C, G et G), 43.78 (1C, @), 52,8 (1C, @), 62.4 (1C, @),
69.23 (2C, Cp), 70.01 (5C, Cp), 72.7 (1G),@4.73 (2C, Cp), 80.64 (1C, Cp-%; 117.8 (1C, G;), 130.9 (2C,
Ciiii et Caiii)a 133.08 (2C, Gi et Qoiii)y 135.7 (2C, Gi et Q!iii)a 154.1 (1C, @..), 178.03 (1C, Q}..), 183.1 (1C,

Ciii)-

Cp
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3-[N-(4-phénylcyclohexyl)-N-(ferrocénylméthyl)aminométhyl]-2-hydroxynaphtoquinone 26
et27

Poudre rouge (R. = 96%)
M = 559.987g/mol

P.F= 153°C Trang,
156°C Cis)

Trans RMN *H (CDClL) de lisomerecis: 1.25 (m, 4H, H,H3,Hs,Hg en ax), 1.3 (m, 4H, K Hs, Hs, Hsen eq),
1.8 (m, 2H, H et H; en ax), 1.9 (m, 2H, Het H en ax), 2.05 (m, 1H, }en eq), 2.2 (m, 1H, +en ax), 3.1 (q
2H, Hset K5 en eq), 3.73 (g, 2H, +et Hsen eq), 4.04 (s, 2H, Cp), 4.09 (s, 5H, Cp), 4.12Kk5 Cp), 4.26 (s, 4H,
2Hy4 et 2H5), 7.2 (d,J 7.25, 2H, H et Hy,), 7.25 (m, 1H, Hy), 7.32 (s,4H, BHg,H11,H10), 7.35 (m, 2H, Het
He), 7.6 (d,J 7.12, 1H, H), 7.65 (m, 1H, i), 7.9 (d,J 7.12, 1H, H), 8.1 (d,J 8. 2H, H- et H), 8.8 (d,J 7.2,
2H, He et Hy). RMN *C (CDCJ) : 30.9 (2C, Get G), 33.1 (2C, Get G), 38.9 (1C, &), 43.6 (1C, @), 52.4
(1C, Gs), 58.2 (1C, @), 68.22 (2C, Cp), 71.1 (5C, Cp), 74.73 (2C, C®.64 (1C, Cp-&), 117.0 (1C, @),
125.89 (1C, &), 125.98 (1C, ¢, 126.80 (1C, @), 126.89 (1C, §), 128.3 (1C, &), 130.4 (2C, ¢ et G),
131.9 (2C, G et Gy), 135.1 (2C, Get G), 147.1 (G), 154.3 (1C, ), 178.3 (1C, @), 183.1 (1C, ).

Cis RMN *H (CDCl) dutrans: 1.25 (m, 4H, H,H3,Hs ,Hs en ax), 1.4 (m, 2H, Het Hsen ax), 2.3 (m, 2H, ket
Hs en ax), 2.5 (m, 1H, Hen ax), 3.25 (m, 1H, Hen ax), 3.41 (m, 2H, +et Hen eq), 3.65 (q, 2H, +&t Hs en
eq), 4.04 (s, 2H, Cp), 4.06 (s, 5H, Cp), 4.2 (s, 2H,, et 2H;5), 4.28 (s, 2H, Cp), 7.02 (m, 2Hglét Hyy), 7.1
(s,4H,Hy et Hyy), 7.2 (s, 5H, H benzénique), 7.5 (Dd, 1H;)H7.55 (Dd, 1H, H), 7.6 (d,J 8, 1H, H;), 7.85(d,J

7.2,1H, H), 8.1(d,J 7,2, 2H, K et Hy). RMN °C (CDCEk) : 30.9 (2C, Get G), 33.1 (2C, Get G), 38.9 (1C,
Cu), 43.6 (1C, @), 52.4 (1C, @), 58.2 (1C, @), 68.22 (2C, Cp), 71.1 (5C, Cp), 74.73 (2C, C9) 6% (1C, Cp-
Cis), 117.0 (1C, @), 125.89 (1C, &), 125.98 (1C, ¢), 126.80 (1C, @), 126.89 (1C, ¢), 128.3 (1C, @),

130.4 (2C, ¢ et G), 131.9 (2C, G et Go), 135.1 (2C, @et G), 147.1 (G), 154.3 (1C, @), 178.3 (1C, @),

183.1 (1C, @).

II. DERIVES D’HYDRAZONES FERROCENIQUES

II.1. Synthese des aldéhydes ferrocéniques

I1.1.1. Synthése des précurseurs ferrocéniques

lodure de 1-(ferrocénylméthyl)-N,N,N-triméthylaminium 12

Mode opératoire

9 mmol de 1-(ferrocenylméthyB;N-diméthylamine sont solubilisés dans 80 ml d’acéto#,6ml
d’'iodométhane sont ajoutés et le tout est laissis smitation magnétique a température ambianteesApne
heure de réaction, le solvant est évaporé soupwitedonner 3 grammes de poudre orangée.

ol

@7’“@\‘ Poudre orangée (3 g ; R. = 100%)
M = 385.06g/mol

RMN'H (CDCL): 3.29 (s, 9H, 3*CHh), 4.28 (s, 5H, Cp), 4.31 (s, 2H, Cp), 4.58 (s, &), 4.89 (s, 2H, Ch).
RMN™C (CDC}): 52.64 (3C, 3*CH), 61.10 (1C, CH), 69.61 (5C, Cp), 70.69 (2C, Cp), 72.21 (1C, G@)27

N-ferrocénylméthylpipéridone 67
Mode opératoire

5 Equivalents de pipéridone hydrochloride (46mnsoiit portés a ébullition de I'acétonitrile pend&nt
mn en présence de bicarbonate de potassium. Peéguialent d'iodure de 1-(ferrocénylméthylN,N,N-
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triméthylamonium12 (8.8mmol) sont ajoutés au mélange. La mixturel@assée sous agitation magnétique a
reflux durant 20h. Le solvant est évaporé pour domme poudre jaune. Le produit est solubilisé &hml de
dichlorométhane et purifié par lavage acide avec3 ml HCL IN. Les phases aqueuses sont rassemblées et
neutralisées a O°C par dy®0Os. Les phases organiques sont extraites par 4x2ferdichlorométhane. Apres
séchage sous PBO,, le solvant est évaporé pour donner une huilegayun se solidifie sous vide.

3
5 4 2
s@“&o Solide jaune orangé (2.35 g ; R. = 99%)
D

M = 297 g/mol
LC/MS : 298.16 (MH)

RMNTH NMR (CDCE): 2.41 (tJ 6.03, 4H, H3), 2.70 @ 6.00, 4H, H2), 3.50 (s, 2H, H5), 4.12 (s, 7H, H8),
4.18 (s, 2H, H7). RMNC NMR (CDCE): 41.12 (2C, C3), 52.36 (2C, C2), 57.43 (1C, G&,32 (2C, C8)
68.64 (5C, C9), 70.19 (2C, C7), 82.29 (1C, C6),.2041C, C1).

I1.1.2. Synthése des amines ferrocéniques 32 - 34

Mode opératoire général

Dans un ballon de 250 mL, 0,689 g (1,77 mmol) die de N,N,N-
triméthyl(ferrocénylméthyl)Jammonium est solubilislans 29 mL d’acétonitrile, puis 32 mmol d’amine
correspondant (pipéridine, pyrrolidine et morphejiet 24,60 mmol de 4CO; y sont ajoutés. Le mélange est
ensuite chauffé & 70°C sous agitation magnétiquelgre une nuit. L’acétonitrile est alors évaporassuoide.
Aprés hydrolyse avec 50 mL d’eau, le mélange estaiéxavec du dichlorométhane (3x20 mL). La phase
organique est récupérée puis séchée syb@®aet évaporée sous vide. Le mélange de produiteresiite
purifié par extraction de la phase organique awetatide chlorhydrique M (3 x 50 mL). La phase aqueuse
récupérée est neutralisée avec une ba€®K puis extraite au dichlorométhane (3 x 50 mL)getk a I'eau. La
phase organique obtenue est séchée s BQyapuis condensée sous vitle.

N-(ferrocénylméthyl)pyrrolidine 32

< Q Poudre rouge (R. = 98%)
M = 269.169 g/mol
RMNTH (CDCh) : 1.72 (t,J 3.6, 4H, H2), 2.45 (0 3, 4H, H1), 3.42 (s, 2H, H3), 4.08 Jt1.8, 2H, Cp), 4.10
(s, 5H, Cp), 4.18 (4 1.8, 2H, Cp). RMNFC (CDCL) : 23.30 (2C, C2), 53.83 (2C, C1), 55.52 (1C, G3)91
(2C, Cp), 68.45 (5C, Cp), 69.83 (2C, Cp), 84.31,(CA).

N-(ferrocénylméthyl)pipéridine 33

O e =5ms
= Cristaux jaunes (R. = 57%
1=~ ' M = 283.176 g/mol

RMN'H (CDCk) : 1.37 (m, 2H, H1) 1.54 (m, 4H,) 2.34 (m, 4H, H3), 3.36 (s, 2H, H4), 4.10X1.8, 2H,
Cp), 4.11 (s, 5H, Cp), (4.18 @,1.9, 2H, Cp). RMN’C (CDCE) : 24.39 (1C, C1), 25.83 (2C, C2), 53.96 (2C,
C3), 57.58 (1C, C4), 69.23 (2C, Cp), 70.01 (5C, @B)73 (2C, Cp), 80.64 (1C, Cp).

N-(ferrocénylméthyl)morpholine 34

F b" Cristaux jaunes (R. = 68%)
Y M = 285.168 g/mol
RMN'H (CDCL) : 2.40 (m, H, 4H), 3.35 (s, 2H, b}, 3.66 (t,J 4.5, H, 4H), 4.11 (s, 5H, Cp), 4.17 (m, 4H, Cp).
RMN*C (CDC}) : 53.16 (2C, C2), 58.83 (1C, C3), 66.86 (2C, GB),15 (2C, Cp), 68.54 (5C, Cp), 70.29 (2C,
Cp), 82.29 (1C, C4 Cp).

~

4 Bhat, A. R.; Bhat, A. I.; Athar, F.; Azam, A. Helv. Chim. Acta 2009, 92, 1644 — 1656.
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I1.1.3. Réaction d’ortholithiation des amines ferrocéniques

Mode opératoire général

Sous atmosphére d'azote, a une solution d'amingaiter ferrocénique correspondani,il -
diméthylaminométhylferrocénay-ferrocénylméthyl(pipéridine, pyrroline morpholin€),486 g, 2 mmol) dans
20 mL d’éther diéthyligue anhydre est ajouté 1,8 (BLmmol) det-butyllithium (1,7 M). La métallation est
accomplie aprés 1 heure a température ambianteuBEQ7 mmol) de\,N-diméthylformylamide (DMF) sont
alors ajoutés. Le mélange est abandonné pendamiriifes a température ambiante, puis hydrolyséteaie
avec 2x20 mL d’éther. Les phases organiques sehteé sur N&O, et évaporées pour donner une huile brune
qui est purifiée sur colonne chromatographique eledg silice (éluant = éther diéthylique 7/étherpddrole
2/triéthylamine1*

2-(N-pyrrolidinométhyl)ferrocénecarbaldéhyde 37

2

s G Huile rouge (R. =99%)
d M = 297.179 g/mol

Fe

=

RMN™H (CDCE) : 1.05 (t,J 7.3, 4H, H2), 1.72 (s, 2H, H3), 2.51Jt7.2, 4H, H1), 3.52 (d) 13.5, 1H, H3),
3.92 (d,J 13.5, 1H, H3), 4.22 (5H,Cp), 4.54 (s, 1H, Cp) 48, 1H, Cp), 4.76 (s, 1H, Cp), 10.11 (s, 1H, CHD)
RMN®C (CDCW) : 23.33 (2C, C2), 46.26 (1C, C3), 53.70 (2C, G005 (5C, Cp), 70.17 (1C, Cp), 71.91 (4C,
Cp), 75.63 (1C, C4), 87.57 (1C, C5), 193.38 (1C).C6

2-(N-pipéridinométhyl)ferrocénecarbaldéhyde 38

N )s Huile rouge (R. =94.6%)
d M = 311.206 g/mol

RMNTH (CDCh): 1.37 (m, 2H, H3), 1.52 (m, 4H , H2), 2.35 (nh},41), 3.45 (d,] 13.2, 1H, H4), 3.85 (d]
13.2, 1H, H4), 4.22 (s, 5H, Cp), 4.56 (m, 1H, CRB2 (m, 1H, Cp), 4.78 (m, 1H, Cp), 10.11 (s, 1HT7).
RMNC (CDCE): 24.11 (1C, C3), 25.75 (2C, C2), 53.69 (2C, GB.22 (1C, C4), 69.78 (1C, Cp), 70.12 (5C,
Cp), 71.79 (1C, Cp), 77.94 (1C, C5), 86.24 (1C,,@6B.31 (1C, C7).

2-(N-morpholinométhyl)ferrocénecarbaldéhyde 39

e o Huile rouge ( R. = 88%)
o/ M = 313.178 g/mol

Fe

=

RMNTH (CDCh) : 1.04 (t,J 6.5, 4H, H2), 2.39 (1) 5.2, 4H, H1), 3.36 (d] 13.5, 1H, H3), 3.88 (d 13.3, 1H,
H3), 4.20 (s, 5H, Cp), 4.53 (s, 1H, Cp), 4.58 8, Cp), 4.76 (s, 1H, Cp), 10.08 (s, 1H, H6). RKIBI(CDCL)
: 52.87 (2C, C2), 56.06 (1C, C3), 66.81 (2C, CD)22 (5C, Cp), 70.50 (1C, Cp), 71.90 (1C, Cp), BT,
Cp), 77.84 (1C, C4), 85.56 (1C, C5), 193.93 (1C). C6

2-(N,N-diméthylaminométhyl)ferrocénecarbaldéhyde 41

1

./
N\ Huile brune (R. = 82.9%)

—cro M =271.141 g/mol

6
Fe

=

RMN’H (CDCL) : 2.19 (s, 6H, H), 3.30 (d,J 12,7, 1H, H), 3.81 (d,J 12.4, 1H, H), 4.21 (s, 5H, Cp), 4.54 (),
1H, Cp), 4.59 (m, 1H Cp), 4.77 (m, 1H, Cp), 10.¢9 CHO). RMN°C (CDC}) : 44.80 (2C, C1), 56.22 (1
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C3), 70.21 (5C, Cp), 70.41 (1C, Cp), 71.91 (1C,,@p)92 (1C, Cp), 86.55 (1C, Cp, C4), 87.24 (1C, Cp),
193.31 (1C, C8).

I.2. Synthese des hydrazines

Mode opératoire général

Dans un ballon de 250 mL, 2.50 mmol de 6,9-dichmmethoxyacridine / 4,7-dichloro-quinoléine
sont solubilisés dans 80 mL de méthanol. Un exckgddazine hydraté (10 mL) est ajouté au mélange
réactionnel. Le mélange est porté a reflux (80-9@@lis agitation magnétique durant 4 heures. Amtdsir a
température ambiante, le mélange est hydrolysé B@eunlL d’eau, puis extrait au dichlorométhane (3r30).
La phase organique est ensuite lavée avec 2x50HOd séchée avec du p&O, et évaporée.

7-Chloro-4-hydrazinequinoléine 43

Solide blanchétre (2 g ; R. = 100%)
M = 193.637g/mol

8
RMN™H NMR (MeOH-d4) : 3.32 (s, 2H, NH2), 6.96 @5.37, 1H, H3), 7.35 (d] 8.76, 1H, H6), 7.75(s, 1H
H8), 7.96 (d,) 8.85, 1H, H5), 8.35 (d] 5.37, 1H, H2). RMIC NMR (MeOH-d4) : 98.2 (1C, C3), 115.17 (1
C10), 122.78 (1C, C6), 124.63 (1C, C5), 125.54 (@8), 135.04 (1C, C7), 147.3 (1C, C9), 150.30 (C@)
153.74 (1C, C2).

O

1-(6-chloro-2-methoxyacridin-9-yl) hydrazine 45

NHy

HN/
o s Poudre jaune (1 g ; R. = 89%)
5 \14 ) M = 273.723 g/mol
a9 11 N/12 3

RMNH (CDCk) : 2.17 (s, 3H, OCH3), 3.8 (s, 1H, H1’), 3.9 (8|, H2)), 7.15 (s, 1H, H3), 7.24 (s, 3H, H1, H3,
H7), 7.25 (s,3H, H4, H5, H8), 7.48 (t7.5 etd 11.4, 1H, H7), 7.9 (d] 11.4, 1H, H1), 8.1(d] 8.7, 1H, H4), 8.2
(s, 1H, H5), 8.6 (s, 1H, H8). RMRC (MeOH-d4) : 55 (1C, C15), 103.22 (1C, C5), 125(0€, C14), 126.21
(1C, C13), 127.15 (1C, C2), 127.46 (1C, C8), 12783, C3), 130.84 (1C, C10), 131.91 (1C, C12), 183.
(1C, C9), 146.7 (1C, C11), 147.3 (1C, C6), 15710, (C4).

I1.3. Synthese des hydrazones

Mode opératoire général

Dans un ballon de 100 mL, 0,243 g (1,22 mmol) diehMeroquinoléin-4-yl)hydrazine et 0,332 g (0,61
mmol) de 2-(N,N-diméthylaminométhyl)ferrocénecadgdlyde dans 20 mL de méthanol en présence de 4 g de
tamis moléculaire sont portés a reflux. Aprés 4régule réaction, le mélange est filtré. Aprés éxatm du
solvant, du dichlorométhane est ajouté pour soldsile produit, ensuite 10 mL d’eau est ajouténiédange est
extrait avec 3x30 mL de GEl,. La phase organique est séchée aveSH8aet évaporée. On obtient une huile
orangée, qui est cristallisée avec un mélange 4BR110 ml CHCI,.

(E)-7-chloro-4-(2-ferrocenylidenehydrazinyl)quinoline 50

Poudre rouge (478 mg ; R. = 89%)

e é M = 389.66 g/mol
. PF : 150°C
‘ N Analyse élémentaire ggH,cCIFeN;) calculée: C,
o NN 61.65; H, 4.14N, 10.78% ; mesurée : C, 61.87; H,

8 1

4.21; N, 10.65% ms (m/z) 390.01 (M *Cl)
RMN'H (CDCk) : 4.17 (s, 5H, Cp), 4.50 (d,1.83, 2H Cp), 4.70 (dl 1.89, 2H, Cp), 7.38 (d} 4,74, 1H, H3),
7.46 (d,J 9.18, 1H, H6), 8.01 (s, 1H, H8), 8.03 (18.97, 1H, H5), 8,68 (dl 4.71, 1H, H2), 9.86 (s, 1H, H12).
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RMN™C (CDCE) : 69.64 (5C, Cp), 73.22 (4C, Cp), 79.32 (1C, @1.41 (1C, C3), 124.93 (1C, C10), 12558
(1C, C6), 128.58 (1C, C5), 128.66 (1C, C8), 13§U3, C7), 142.62 (1C, C9), 149.33 (1C, C4), 15082,
C2), 193.48 (1C, C12).

(E)-7-chloro-4-(2-(1-ferrocenylethylidene)hydrazinyl)quinoline 51

2 Poudre rouge (178 mg ; R. = 90%)
- M = 403.69 g/mol
K m/z = 405
/@f% N Analyse élémentaire ¢gH,sCIFeN;) calculée: C,
| /i 62.48; H, 4.49N, 10.41%.

RMN™H (CDCh) : 2.40 (s, 3H, H12), 4.2 (s, 5H, Cp), 4.491d,.59, 2H, Cp), 4.76 (d,1.29, 2H, Cp), 7.47 (d,
J4.68, 1H, H3), 7.57 (d] 9.18, 1H, H6), 8.11 (s, 1H, H8), 8.15 (18.82, 1H, H5), 8.77 (d] 4.38, 1H, H2).
RMN®C (CDC}) : 27.46 (1C, C12), 69.08 (5C, Cp), 72.38 (4C,,Gi8)22 (1C, Cp), 121.45 (1C, C3), 125,00
(1C, C10), 125.63 (1C, C6), 128.66 (1C, C5), 12§13, C8), 136.5 (1C, C7), 142.74 (1C, C9), 14915,
C4), 151.02 (1C, C2), 201.30 (1C, C11).

(E)-1-(2-((2-(7-chloroquinolin-4-yl)hydrazano)methyl)ferrocenyl)-N,N-
dimethylmethanamine 52

Poudre rouge (300 mg ; R. = 61%)

ﬂ M = 446.763 g/mol
RS P.F = 158-160 °C
e, Analyse élémentaire ¢gH,sCIFeN;) calculée: C,
g 61.83; H, 5.19; N, 12.54% ; mesurée : C, 62.01; H,

5.32; N, 12.42% : MS (m/z) 446.90 {NFCl)
RMN'H (CDCE) : 2.199 (s, 6H, N(CH3)2), 3.24 @6.9, 1H, H13), 3.73 (] 6,9, 1H, H13), 4.14 (s, 5H, Cp),
4.47 (s, 1H, Cp), 4.53 (s, 1H, Cp), 4.70 (s, 1H),Gp40 (d,J 4,44, 1H, H3), 7.49 (d] 8.7, 1H, H6), 8.04 (s,
1H, H8), 8.08 (dJ 8.97, 1H, H5), 8.69 (d] 4.41, 1H, H2), 10.02 (s, 1H, H12). RMIC (CDCA) : 44.80 (2C,
2*CH3), 56.53 (1C, C12), 70.21 (5C, Cp), 70.41 (D), 71.91 (1C, Cp), 75.92 (1C, Cp), 86.55 (1C:GEB),
87.24 (1C, Cp-C12), 121.42 (1C, C3), 124.98 (100)C125.6 (1C, C6), 128.65 (1C, C5), 128.72 (1C),C8
136.49 (1C, C7), 142.68 (1C, C9), 149.4 (1C, CBY,.Q (1C, C2), 193.29 (1C, C12).

(E)-7-chloro-4-(2-(2-(pyrrolidin-1-ylméthyl)ferrocénylidéene)hydrazinyl)quinoline 53

Poudre rouge (345 mg ; R. = 95%)

ﬂ A M = 472.7 g/mol
HHN/Nﬁzéu “@ P.F = 164-166 °C
Sy Analyse élémentaire @H,sCIFeN,) calculée: C,
63.51; H, 5.33; N, 11.85% ; mesurée : C, 63.25; H,
o NN 5.30; N, 11.90% ; MS (m/z) 472.94 {NfCI)

RMN'H (MeOH-d4) : 1.78 (m, 4H, H15), 2.60 (m, 4H, H18)62 (d,J 13.08, 1H, H13), 4.08 (d,13.08, 1H,
H13), 4.17 (s, 5H, Cp), 4.38 (s, 1H, Cp), 4.451(8, Cp), 4.75 (s, 1H, Cp), 4.98 (s, 1N, H11), 787 6, 1H,
H3), 7.46 (d,J 8.8, 1H, H6), 7.82 (s, 1H, H8), 8.21 (8.78, 1H, H5), 8.43 (d] 6, 1H, H2), 10.04 (s, 1H,
H12). RMNSC (MeOH-d4) : 22.83 (2C, C15), 52.27 (1C, C13),163(2C, C14), 66.08 (1C, Cp), 68.68(1|C,
Cp), 69.49(5C, Cp), 72.19(1C, Cp), 78.61(1C, Cp)YCB&.50(1C, Cp-C12), 115.40 (1C, C3), 122.91 (ILC,
C10), 124.93 (1C, C6), 127.36 (1C, C5), 128.75 (@8), 135.15 (1C, C7), 138.52 (1C, C9), 143.76 (@Q),
145.44 (1C, C2), 148.49 (1C, C12).

(E)-7-chloro-4-(2-(2-(pipéridin-1-ylméthyl)ferrocenylidéne)hydrazinyl)quinoline 54

Poudre rouge (350 mg ; R. = 91%)

Nﬁh,ém M = 486.83 g/mol

P.F= 172-174 °C

O Analyse élémentaire @gH,,CIFeN,) calculée: C,
7 64.15; H, 5.59; N, 11.51% ; mesurée : C, 64.31; H,

7 5.71; N, 11.24% ; MS (m/z) 486.94 {NFCI)
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RMN'H (DMSO) : 1.32 (m, 2H, H16), 1.43 (m, 4H, H15)3@.(m, 4H, H14), 2.75 (dJ 12.9, 1H, H13),
3.66 (d,J 12,78, 1H, H13), 4.16 (s, 5H, Cp), 4.39 (s, 1H),@M3 (s, 1H, Cp), 4.77 (s, 1H, Cp), 7.811d,65,
1H, H3), 8.18 (dJ 7.68, 1H, H6), 8.21 (s, 1H, H8), 8.36 (@8.01, 1H, H5), 8,88 (dJ 4.71, 1H, H2),
10.97 (s, 1H, H12). RMNC (DMSO) : 24.39 (1C, C16), 25.83 (2C, C15), 5386, C14), 57.58 (1C, C13),
69.23 (1C, Cp), 70.01 (5C, Cp), 73.19 (1C, Cp)7341C, Cp), 78,82 (1C, Cp-C13), 80.64 (1C, Cp-C12)
122.57 (1C, C3), 124.77 (1C, C10), 126.35 (1C, a®8.02 (1C, C5), 128.63 (1C, C8), 129.24 (1C, C7),
135.87 (1C, C9), 141.8 (1C, C4), 149.3 (1C, C22.48 (1C, C12).

(E)-4-(2-((2-(7-chloroquinolin-4-yl)hydrazono)méthyl)ferrocényl)morpholine 55

Poudre rouge (300 mg ; R. = 74%)

/\ M = 488.797 g/mol
w T N\ S m/z = 489
' o P.F =212-214°C
67 N Analyse élémentaire (gH,sCIFeEN,O) calculée: C
a o~ ° 61.43; H, 5.16; N, 11.46% ; mesurée : C, 61.32;] H,

8

' 5.12; N, 11.34% ; MS (m/z) 488.94 {NfCI)

RMN'H (MeOH-d4) : 3.46 (m, 4H, H14), 3.49 @13.47, 1H, H13), 3.64 (m, 4H, H15), 3.89 Jd15.69, 1H,
H13), 4.18 (s , 5H, Cp), 4.45 (s, 1H, Cp), 4.521¢8, Cp), 4.83 (m, 1H, Cp), 5.47 (s, 1H, NH) ; 7(81J 5.9,
1H, H3), 7.44 (d] 7.9, 1H, H6), 7.80 (s, 1H, H8), 8.19 (18.1, 1H, H5), 8.40 (d] 5.7, H1), 10.2 (s, 1H, H12).
RMNC (DMSO): 53.33 (2C, C14), 56.52 (1C, C13), 66(2€, C15), 66.89 (1C, Cp), 69.38 (1C, Cp),
70.08 (5C, Cp), 73.24 (1C, Cp), 79.59 (1C, Cp-C83)p9 (1C, Cp-C12), 122.12 (1C, C3), 124.69 (1OQ)C
124.85 (1C, C6), 126.42 (1C, C5), 129.83 (1C, @88.29 (1C, C7), 134.31 (1C, C9), 140.63 (1C, Q4P
(1C, C2), 152.66 (1C, C12).

(E)-6-chloro-9-(2-ferrocenylidenehydrazinyl)-2-methoxyacridine 57

iR
L Poudre rouge (119 mg ; R.= 90%)
P = M= 469.74 g/mol

HN

. . - P.F=120"°C
53 \1A % Analyse élémentaire @gH,oCIFeN;O) calculée: C
i NN 63.92; H, 4.29; N, 8.95% ; mesurée : C, 64.21;| H,

BooE T 4.40; N, 9.25% ; MS (m/z) 469.90 {NFCI).

RMN'H (CDCL) : 3.9 (s, 3H, H16), 4.28 (s, 5H, Cp), 4.61 (s, ZHb), 4.80 (s, 2H, Cp), 7.11 (@,2.29, 1H,
H3), 7.48 (DdJ 8.55 RMN 4.62, 1H, H8), 7.85 (d,8.55, 1H, H7), 8.07 (d] 9.21, 1H, H2), 8.19 (s, 1H, H5),
8.55 (d,J 4.23, H10), 9.96 (s, 1H, H15). RMfC (CDC}L): 55 (1C, C16), 69.73 (5C, Cp), 73.22 (4C, Qp),
79.45 (1C, Cp), 103.22 (1C, C5), 125.09 (1C, C146.21 (1C, C13), 127.15 (1C, C2), 127.46 (1C, C8),
127.93 (1C, C3), 130.84 (1C, C10), 131.91 (1C, C12B.70 (1C, C9), 146.7 (1C, C11), 147.3 (1C, C6),
157.29 (1C, C4), 193.81 (1C, C15).

(E)-6-chloro-2-methoxy-9-(2-(1-ferrocenylethylidene)hydrazinyl)acridine 58

&

Fe Poudre rouge (119 mg ; R.= 90%)

M= 483.78 g/mol
T MS (m/z) = 485.08 (M>Cl)

1 Analyse élémentaire ¢gH,,CIFeEN;O) calculée: C

83 \14 oM 64.55; H, 4.58; N, 8.69%.
g 1 /12 ¢

10 ,\i
RMN™H (CDCE) : 2.40 (s, 3H, H16), 3.97 (s, 3H, H17), 4.2 (4, &p), 4.5 (s, 2H, Cp), 4.77 (s, 2H, Cp), 7/13
(d,J 2.67, 1H, H3), 7.47 (Dd] 9.12 RMN 3, 1H, H8), 7.86 (d,9.03, 1H, H7), 8.01 (d] 9.36, 1H, H2), 8.19
(s, 1H, H5), 8.57 (s, 1H, H10). RMRC (CDCE) : 27.46 (1C, C16), 55.6 (1C, C17), 69.63 (2C,,®9)89 (5C,
Cp), 72.40 (2C, Cp), 79.89 (1C, Cp), 103.09 (1C),d®5.14 (1C, C14), 126.23 (1C, C13), 127.2 (1),C
127.48 (1C, C8), 127.92 (1C, C3), 127.93 (1C, @BN.83 (1C, C10), 133.76 (1C, C9), 134.56 (1C, C[2)
146.71 (1C, C11), 147.33 (1C, C6), 158.00 (1C, @@p.15 (1C, C15).

Cl

203

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Gabin Mwande-Maguene, Lille 1, 2011
Partie expérimentale

(E)-6-chloro-2-méthoxy-9-(2-(N,N-diméthylaminométhyl)ferrocénylidéne)acridine 59

UGN Poudre rouge (353 mg ; R. = 80%)
£e M = 526.846 g/mol
HN/quN/ P.F =130 °C
S U U Analyse élémentaire (gH,;CIFeN,0) calculée: C
Y Y 63.83; H, 5.17; N, 10.63% ; mesurée : C, 63.91] H,
NN 5.22; N, 10.73% ; MS (m/z) 526.89 {NFCI)

1

RMN'H (DMSO): 2.14 (s, 6H, H17), 2.50 (@,12.15, 1H, H16), 3.36 (d,12.35, 1H, H16), 3.82 (s, 3H, H18)
4.20 (s, 5H, Cp), 4.39 (s, 1H, Cp), 4.52 (s, 1H),@B7 (s, 1H, Cp), 5.10 (s, NH), 7.17 (d10.02, 1H, H3),
7.81 (s, 1H, H5), 8.10 (d,11.4, 1H, H8), 8.40 (d] 9.48, 1H, H2), 8.87 (s, 1H, H10), 9.15 (d1.1.5, 1H, H7),
10.98 (d, 1H, H15). RMNC (DMSO): 44.80 (2C, C17), 56.53 (1C, C16), 57.36,(C18), 68.30 (1C, Cp
69.84 (5C, Cp), 73.15 (1C, Cp), 74.67 (1C, Cp)23§1C, Cp-C16), 82.38 (1C, Cp-C15), 106.73 (1C4)C
114.68 (1C, C5), 116.49 (1C, C13), 119.6 (1C, @2).36 (1C, C8), 127.74 (1C, C3), 132.34 (1C, @34.58
(1C, C10), 141.01 (1C, C9), 143.44 (1C, C12), 1858C, C11), 149.19 (1C, C6), 153.92 (1C, C4), 895.
(1C, C15).

=

(E)-6-chloro-2-méthoxy-9-(2-(2-(pyrrolidin-1-ylméthyl)ferrocénylidéne)acridine 60

Poud (287 mg ; R. = 94%)
re . oudre rouge mg ; R. = 94%
/ng M = 552.8 g/mol

L e P.F = 120-122 °C
53 \14 o Analyse élémentaire (gH,,CIFeN,O) calculée: C
AN : 65.17; H, 5.29; N, 10.13% ; mesurée : C, 65.01; H,

1IN 12

v 5.40; N, 10.24% ; MS (m/z) 552.97 {NFCI).
RMN™H (MeOH-d4): 2.16 (m, 2H, H18), 3.12 (m, 4H, H13)57 (d,J 12.93, 1H, H16), 3.94 (s, 5H, Cp ci$),
3.87 (s, 3H, H19), 3.96 (d,12.81, 1H, H16), 4.17 (s, 5H, Cp), 4.45 (s, 1H),@p52 (s, 1H, Cp), 4.90 (s, 1Hl,
Cp), 6.78 (dJ 12.24, 1H, H3), 6.98 (d] 8.19 1H, H8), 7.59 (s, 1H, H10), 8.09 (11.04, 1H, H2), 8.68 (s,
1H, H5), 8.88 (dJ 10.03, 1H, H7), 10.44 (d] 23.19, 1H, H15). RMNC (MeOH-d4): 11.51 (1C, C18),
46.19 (2C, C17), 54.04 (1C, C16), 55.68 (1C, C69)21 (1C, Cp), 69.84 (5C, Cp), 72.83 (1C, Cp)4BF1C,
Cp), 78.92 (1C, Cp-C16), 85.03 (1C, Cp-C15), 10613, C14), 114.68 (1C, C5), 116.49 (1C, C13), 619.
(1C, C2), 120.36 (1C, C8), 127.74 (1C, C3), 13383, C7), 134.58 (1C, C10), 141.01 (1C, C9), 14312,
C12), 145.89 (1C, C11), 149.19 (1C, C6), 153.92 @4), 195.81 (1C, C15).

cl

(E)-6-chloro-2-méthoxy-9-(2-(2-(pipéridin-1-ylméthyl)ferrocénylidéne)hydrazinyl)
acridine 61

@)\ Poudre rouge (160 mg ; R. = 64%)
e Y M = 566.9 g/mol
/qu m/z = 567
oo e D P.F =130-132 °C
o NN Analyse élémentaire (gHs;CIFeN,O) calculée: C
/3 65.68; H, 5.51; N, 9.98% ; mesurée: C, 65.83;| H,
R 5.44; N, 10.03% ; MS (m/z) 566.91 {NPCI)

RMN™H (DMSO): 1.37 (m, 2H, H19), 1.52 (m, 4H, H18), Zm, 4H, H17), 3.42 (dJ 13,1, 1H, H16), 3.56 (d,
J 13.4, 1H, H16), 3.92 (s, 3H, H20), 4.21 (s, 5H),@p52 (s, 1H, Cp), 4.57 (s, 1H, Cp), 4,91 (s, Tf), 6.92
(d,J 9, 1H, H3), 7.06 (s, 1H, H5), 7.45 @11.4, 1H, H8), 7.81 (d] 9.48, 1H, H2), 7.87 (d] 11.4, 1H, H7),
7.95 (s, 1H, H10), 8.52(s, 1H, NH), 10.01 (s, 1H5H RMN™C (DMSO0): 24.87 (1C, C19), 26.20 (2C, C18),
54.76 (2C, C17), 56.88 (1C, C16), 57.35 (1C, CZ@)15 (5C, Cp), 71.93 (1C, Cp), 74.02 (1C, Cp)4851C,
Cp), 78.56 (1C, Cp-C16), 80.95 (1C, Cp-C15), 10411, C14), 107.69 (1C, C5), 120.35 (1C, C13), 121.
(1C, C2), 122.70 (1C, C8), 127.04 (1C, C3), 12813, C7), 129.42 (1C, C10), 130.62 (1C, C9), 13§15,
C12), 138.02 (1C, C11), 145.19 (1C, C6), 150.92 @4), 193.81 (1C, C15).
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(E)-4-(2-((2-(6-chloro-2-méthoxyacridin-9-yl)hydrazono)méthyl)ferrocényl)morpholine 62

@ Poudre rouge (148 mg ; R. = 98%)
M = 568.8 g/mol
vq P.F=117-119°C
5 1 Analyse élémentaire @H,CIFEN,O,) calculée: C,
13 \u 63.34; H, 5.14; N, 9.85% ; mesurée : C, 63.12;| H,
M 5.20; N, 9.75% ; MS (m/z) 468.96 (M°CI)

RMN'H (DMSO). 3.50 (m, 4H, H17), 3.74 (d,11.15, 1H, H16), 3.84 (m, 4H, H15), 3.89 d12.32, 1H,
H16), 3.96 (s, 3H, H19), 4.20 (s, 5H, Cp), 4.451¢4, Cp), 4.52 (s, 1H, Cp), 4.87 (s, 1H, Cp), 6d81 12.38,
1H, H3), 7.03 (dJ 8.19 1H, H8), 7.45 (s, 1H, H10), 8.09 ®111.084, 1H, H2), 8.68 (s, 1H, H5), 8.88 (d
9.03, 1H, H7), 10.44 (d] 23.19, 1H, H15). RMRC (DMSO): 54.33 (2C, C17), 55.68 (1C, C19), 57.52,(
C16), 65.48 (2C, C18), 68.98 (1C, Cp), 69.87 (56),@3.15 (1C, Cp), 74.29 (1C, Cp), 78.42 (1C, QB¢
82.1 (1C, Cp-C15), 109.73 (1C, C14), 113.68 (1C),@47.49 (1C, C13), 119.6 (1C, C2), 120.36 (1C),C8
128.74 (1C, C3), 132.34 (1C, C7), 134.58 (1C, C1@).39 (1C, C9), 143.48 (1C, C12), 145.05 (1C,)c11
150.23 (1C, C6), 155.92 (1C, C4), 195.81 (1C, C15).

III. DERIVES 4-AMINOQUINOLEINES FERROCENIQUES
III.1. Synthese des amines quinoléines
I11.1.1. Synthése des diamines quinoléines>

Mode opératoire A

Dans un ballon de 250 mL, 0,500 g (1,8 mmol) dedighloroquinoléine est solubilisé dans 80 mL de
méthanol. Un excés d’hydrazine hydraté (10 mL)astté. Le mélange est porté a reflux (80-90°C)ssou
agitation magnétique durant 4 heures. Aprés redot@mpérature ambiante, le mélange est hydrolysé 80
mL d’eau, puis extrait au dichlorométhane (3x50 mld phase organique est ensuite lavée avec 2x50 mL
d’H,0, séchée avec du pBO, et évaporée.

Mode opératoire B

Un mélange de 4,7-dichloroquinoléine (0.99 g, 4raf) et 5 équivalents de diamine est porté a reflux
a 80°C durant 1h sans agitation magnétique ; pUB5aC pendant 3h avec agitation. Aprés retounipézature
ambiante, 30 ml de NaOH 10% sont ajoutés. La pbaganique est extraite par 4x30 ml d’acétate diéthy
séchée sous MgSOLe produit est condensé sous vide par évaporatiansolide jaune/blanc est obtenu par
recristallisation en ajoutant de I'acétate d'éthyle

Mode opérationnel C

Dans 20 ml d’éthanol sont dissous 1 équivalent dedithloroquinoléine/4-fluoro-7-chloroquinoléine
et 5 équivalents de diamine. Le mélange est porgdlix durant 24h-30h sous agitation magnétiquesalvant
est éliminé a I'évaporateur rotatif. Puis, du dacbinéthane (20ml) et de I'eau (30ml) sont ajoutté&s. phases
organiques sont extraites a I'aide de 20 ml deldiométhane, lavées par 50 ml d’eau, séchées saB0ON Le
produit est condensé sous vide, pour donner umesdlianc. L’excés de diamine est purifié par ajdet
dichlorométhane.

® Biot, C.; Daher, W.; Ndiaye, C. M.; Melnyk, P.; Pradines, B.; Chavain, N.; Pellet, A.; Fraisse, L.; Pelinski, L.; Jarry, C.; Brocard, J.; Khalife, J.;
Forfar-Bares, |.; Dive D. J. Med. Chem. 2006, 49, 4707 —4714.
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N1-(7-chloroquinoléin-4-yl)éthane-1,2-diamine 63

Solide jaunétre (2,2 g ; R. = 100%)
M = 221.691g/mol

RMN H (MeOH-d4) : 1.35 (s, 2H, H14) ; 3.00 (1,6.24, 2H, H13), 3.20 (U 6.09, 2H, H12), 5.89 (s, 1F
H11), 6.27 (d,) 5.4, 1H, H3), 7.20 (dd] 2.16,J 8.76, 1H, H6), 7.64 (d 8.97, 1H, H5), 7.8 (d] 2.16, 1H, H8),
8.4(d,J 5.37, 1H, H2). RMNC (MeOH-d4) : 40.17 (1C, C13), 44.73 (1C, C12),19%(1C, C3), 117.39 (1G,
C10), 121.44 (1C, C6), 125.18 (1C, C5), 128.55 (@8), 134.80 (1C, C7), 149.06 (1C, C9), 150.00 (T@),
151.98 (1C, C2).

N1(7-chloroquinoléin-4-yl)propane-1,3-diamine 64

Solide blanc (2,83 g ; R.= 80%)
M=235.718g/mol

RMN 'H (MeOH-d4) : 1.87 (m, 2H, H13); 2.79t6.99, 2H, H14), 3.35 (4 7.02, 2H, H12), 6.42 (d 5.67,
1H, H3), 7.30 (dJ 8.91, 1H, H6), 7.30 (s, 1H, H8), 7.99 (D.03, 1H, H5), 8.15 (d] 5.61, 1H, H2). RMNC
(MeOH-d4) : 31.96 (1C, C13), 40.28 (1C, C14), 41(T€, C12), 99.61 (1C, C3), 118.72 (1C, C10), 184.2
(1C, C6), 125.91 (1C, C5), 127.56 (1C, C8), 13§12, C7), 149.57 (1C, C9), 152.37 (1C, C4) , 15780,
C2).

N1(7-chloroquinoléin-4-yl)-2,2-diméthylpropane-1,3-diamine 65

16

e, 15 Solide blanc (1.22 g ; R. = 87%)
M = 263.772g/mol

RMN H (MeOH-d4) : 1.53 (m, 2H, H14) ; 1.74 (m, 2H, H12)68 (tJ 7.14, 2H, H15), 3.32 (1] 5.16, 2H,
H12), 6.42 (1 5.16, 1H, H3), 7.32 (dd}, 2.16, 9.03, 1H, H6), 7.74 (#2.13, 1H, H8), 8.04 (d] 9.03, 1H, H5),
8.29 (d,J 5.64, 1H, H2). RMNC (MeOH-d4) : 25.33 (2C, C19), 35.10 (1C, C13)4881C, C14), 57.15 (1,
C12), 99.61 (1C, C3), 118.75 (1C, C10), 124.36 (@6), 125.88 (1C, C5), 127.57 (1C, C8), 136.23 (@T),
149.65 (1C, C9), 152.40 (1C, C4) , 152.66 (1C, C2).

N1(7-chloroquinoléin-4-yl)butane-1,4-diamine 66

11 HN/\/\/NH2
N, SolideJaunatre (1.22 g ; R. = 87%)
A, M = 259.745g/mol

RMN H (MeOH-d4) : 1.53 (m, 2H, H14); 1.74 (m, 2H, H13)92 (s, 2H, NH2), 2.68 (t 6.96, 2H, H15),
3.32 (t,J 6.72, 2H, H12), 5.47 (s, 1H, NH), 6.42 .58, 1H, H3), 7.32 (dd] 2.16, 8.97, 1H, H6), 7.74 (@
2.13, 1H, H8), 8.04 (d] 9.00, 1H, H5), 8.29 (d] 5.58, 1H, H2). RMN"C (MeOH-d4) : 25.40 (1C, C14),
29.78 (1C, C13), 40.85 (1C, C15), 42.45(1C, C18)18 (1C, C3), 117.30 (1C, C10), 122.93 (1C, Ca).44
(1C, C5), 126.15 (1C, C8), 134.78 (1C, C7), 14§10, C9), 150.95 (1C, C4) , 151.18 (1C, C2).
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(1R,4R)-N1-(7-chloroquinoléin-4-yl)cyclohexane-1,4-diamine 77°

14alb 16

WNH;
13ab B
15b
Solide blanc (1.22 g ; R.= 87%)
i M=275.783g/mol

RMN 'H (MeOH-d4) : 1.3 (¢) 11.6, 2H, H14b) ; 1.45 (§12.66, 2H, H13a), 1.94 @, 2H, H14a), 2.09 (d,
2H, H13b), 2.69 (m, 1H, H15), 3.48 (m, 1H, H12a}®(dJ 5.67, 1H, H3), 7.30 (d] 9.06, 1H, H6), 7.73 (s,
1H, H8), 8.07 (dJ 8.85, 1H, H5), 8.29 (d] 5.58, 1H, H2). RMN3C (MeOH d4) : 30.40 (2C, C14), 34.00 (2C,
C13), 49.54 (1C, C15), 50.99 (1C, C12), 98.53 (@8), 117.36 (1C, C10), 123.03 (1C, C6), 124.35 (@E),
126.11 (1C, C8), 134.80 (1C, C7), 148.39 (1C, @9).37 (1C, C4) , 150.96 (1C, C2).

(1R,2R)-N1-(7-chloroquinoléin-4-yl)cyclohexane-1,2-diamine 78

14a/b

13a/b
15a/b
W

e Solide blanc (1.07 g ; R. = 98%)
N M = 275.783g/mol

RMN H (MeOH d4) : 1.44 (m, 4H, H13b, H14b, H15b, H16M)84 (m, 2H, H14a et H15a), 2.16 (m, 2H,
H13a et H16a), 3.22 (m, 1H, H17b), 3.65 (m, 1H2&)1 5,50 (s, NH2), 6.67 @5.70, 1H, H3), 7,38 (dl 8.9,
1H, H6), 7.75 (s, 1H, H8), 8.21 (@9.03, 1H, H5), 8.38 (d] 5.61, 1H, H2). RMNC (MeOH-d4) : 25.53 (1C}
C14), 25.67 (1C, C15), 31.98 (1C, C16), 32.89 (XC3), 54.89 (1C, C17), 57.29 (1C, C12), 100.19 (@B),
119.12 (1C, C10), 124.90 (1C, C6), 126.17 (1C, A=).34 (1C, C8), 136.55 (1C, C7), 149.55 (1C, ¢9),
152.25 (1C, C4) , 152.50 (1C, C2).

I11.1.2. Synthese des triamines quinoléines

a. Synthése des tert-butyle alcane carbamates

Précurseurs halogéne-alcane protégés

Mode opératoire général

4,7 mmol de Bog sont préalablement dissous dans 20 ml de chionefo4,7 mmol de sel d’amine
solubilisée dans 4 ml de triéthylamine sont ensajteités a la solution a 0°C. La protection de lf@mmest
compléte au bout de 24h de réaction. Le mélangeyesblysé avec 50 ml d’eau, puis les phases oggasi sont
extraites par 3x20 ml de chloroforme. Aprés séchemes NaSQO,, le solvant est évaporé pour donner des
cristaux jaunatres.

tert-butyl 3-bromopropylcarbamate 75

3 1 Poudre jaune (822 mg ; R.= 88%)

N g N M = 226.138 g/mol

2
RMN™H NMR (CDCE) : 1.37 (s, 9H, 3CH3), 1.90 (1,6.45, 2H, H3), 3.18 (m] 5.76, 2H, H2), 3.37 (U 6.48,
2H, H1). RMNC NMR (CDCb) : 28.37 (3C, 3CH3), 30.85 (1C, C2), 32.68 (1C),(38.94 (1C, C1), 85.1
(1C, C-3CH3), 156.00 (1C, COO).

=

6 Yearick, K.; Ekoue-Kovi, K.; Iwaniuk, D.P.; Natarajan, J.K.; Alumasa, J.; de Dios, A.C.; Roepe, P.D.; Wolf, C. J. Med Chem. 2008, 51, 1995 — 8.
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tert-butyl 2-bromoethylcarbamate 76

1 Poudre jaune (501 g ; R. = 72%)

B
S s M = 212,111 g/mol

2
RMN™H NMR (CDCh) : 1.37 (s, 9H, 3CH3), 3.39 (1,3.45, 2H, H2), 3.44 (4 3.84, 2H, H1). RMIFC NMR
(CdCL) : 28.29 (3C, 3CH3), 32.64 (1C, C2), 42.34 (1C),®5.28 (1C, CO(3CH3)), 155.58 (1C, COO).

b. Syntheses des tert-butyl aminoquinoléines carbamates

Mode opératoire général

Un mélange de 1.33 mmol de tert-butyl bromoéthyteafiiromopropylamine carbamate, de 1.21 mmol
de diamine quinoléique et de 400 mg d&£R; dans 25 ml de 1-4 dioxane anhydre est chaufféd0dCldurant
toute une nuit. Aprés retour a température ambjd@tdioxane est évaporé sous pression réduiteésidu est
dilué dans 100 ml de chloroforme, lavé avec 1% d’Ei€ solution, 50 ml d’eau, une solution saturéeNd€l,
puis séché sous MgQCLe solvant est condensé sous vide pour donnethuibe qui cristallise a température
ambiante.

tert-butyl 2-((1R,4R)-4-(7-chloroquinolin-4-ylamino)cyclohexylamino)ethylcarbamate

12ab Poudre jaune (255 g ; R. = 51%)
M = 418.969 g/mol

RMN ™H (CDC) : 0.78 (m, 2H, H11 et H14), 1.18 (m, 4H, H13B8&(s, 9H, 3CH3), 3.39 (m, 4H, H12), 3.52
(m, 2H, H15), 3.63 (m, 2H, H16), 4.92 (s, NH), 7(42J 4.65, 1H, H3), 7.52 (d] 8.91, 1H, H6), 8.03 (s, 1H
H8), 8.10 (d,] 9.12, 1H, H5), 8.71 (dl 4.77, 1H, H2). RMNYC (CDCF) : 28.29 (3C, 3CH3), 32.40 (2C, C13
33.64 (1C, C15), 35.23 (2C, C12), 42.34 (1C, C46)54 (1C, C14), 50.99 (1C, C11), 85.28 (1C, CO(3[H
98.53 (1C, C3), 117.36 (1C, C10), 123.03 (1C, @&%.35 (1C, C5), 126.11 (1C, C8), 134.80 (1C, @4R.39
(1C, C9), 150.37 (1C, C4) , 150.96 (1C, C2), 155188, COO).

~

tert-butyl 3-((1R,4R)-4-(7-chloroquinolin-4-ylamino)cyclohexylamino)propylcarbamate

16

H
W gl e
o 11a 13alb

12a Poudre jaune (312 mg ; R. = 68%)
M = 432.998 g/mol

RMN 'H (CDCl) : 1.28 (m, 4H, H13b et H12b), 1.38 (s, 9H, 3CHB}1 (m, 1H, H14), 1.64 (m, 2H, H16)
2.04 (m, 2H, H15), 2.10 (m, 2H, H13a), 2.49 (m, Hi1), 3.16 (m, 2H, H12a), 3.45 (m, 2H, H17), 5(83
NH), 6.35 (d,J 5.28, 1H, H3), 7.26 (d] 8.52, 1H, H6), 7.56 (d] 8.94, 1H, H5), 7.86(s, 1H, H8), 8.43
5.28, 1H, H2). RMN™C (CDCE) : 28.44 (3C, 3CH3), 31.24 (2C, C13), 32.68 (1@6 35.11 (2C, C12),
35.23 (1C, C15), 42.34 (1C, C14), 49.54 (1C, C50)99 (1C, C11), 85.11 (1C, CO(3CH3)), 99.35 (18),C
117.05 (1C, C10), 120.07 (1C, C6), 125.19 (1C, a=B8.84 (1C, C8), 134.84 (1C, C7), 14855 (1C, ¢9),
149.36 (1C, C4) , 151.96 (1C, C2), 168.52 (1C, COO)

c. Synthese des triamines quinoléines
Mode opératoire général
A une solution de 10 ml de chloroforme contenamtrhol d’amine quinoléique protégée est ajouté, a
0°C, 10 ml d'acide chlorhydrique dans de l'isopropla La mixture est laissée sous agitation magoétig
température ambiante. La déprotection est totalkoas de 18h de réaction. Aprés hydrolyse par 5@'gdu,
I'HCI est neutralisé par ajout de NaOH. Les phasemniques sont extraites par 3x20 ml de chloroérm
séchées sous Mg3®t condensées a I'évaporateur rotatif pour donnerhuile jaune.
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(1R,4R)-N1-(2-aminoethyl)-N4-(7-chloroquinolin-4-yl)cyclohexane-1,4-diamine 79

Poudre jaune (185 mg ; R. = 51%)
M = 318.852 g/mol

RMN "H (CDCL) : 1.04 (m, 2H, H13a), 1.06 (m, 2H, H12a), 1.45 4H, H13b et H12b), 2.08 (m, 2H, H18),
2.10 (m, 2H, H15), 2.90 (m, 1H, H14), 3.45 (m, 2H,1), 6.46 (dJ 5.91, 1H, H3), 7.27 (d] 9.03, 1H, H6),
7.65 (s, 1H, H8), 8.04 (d,9.03, 1H, H5), 8.23 (d] 5.52, 1H, H2). RMN"C (CDC}) : 31.18 (2C, C13), 32.3
(2C, C12), 48.16 (1C, C14), 49.86 (1C, C11), 5485, C16), 51.80 (1C, C15), 100.01 (1C, C3), 11§11,
C10), 124.54 (1C, C6), 125.95 (1C, C5), 127.48 (@8), 136.38 (1C, C7), 149.76 (1C, C9), 151.83 (@4) ,
152.37 (1C, C2).

[o8)

(1R,4R)-N1-(3-aminopropyl)-N4-(7-chloroquinolin-4-yl)cyclohexane-1,4-diamine 80

Poudre jaune (270 mg ; R. = 82%)
M = 332.879 g/mol

RMN TH (CDCL) : 0.86 (m, 2H, H16), 1.24 (m, 2H, H13a), 1.36 @hi, H12a), 1.45 (m, 4H, H13b et H12H),
2.08 (m, 2H, H17), 2.10 (m, 2H, H15), 2.90 (m, Hi4), 3.45 (m, 2H, H11), 7.84 (d5.91, 1H, H3), 7.98 (d,
J9.63, 1H, H6), 8.15 (s, 1H, H8), 8.36 (19.75, 1H, H5), 8.93 (d] 5.52, 1H, H2). RMN*C (CDCE) : 31.24
(2C, C13), 32.68 (1C, C16), 35.11 (2C, C12), 3513, C15), 42.34 (1C, C14), 49.54 (1C, C17), 520,
C11), 99.35 (1C, C3), 117.05 (1C, C10), 120.07 (@6), 125.19 (1C, C5), 128.84 (1C, C8), 134.84 (TT),
148.55 (1C, C9), 149.36 (1C, C4), 151.96 (1C, C2).

II1.2. Syntheése des amines quinoléines ferrocéniques

I11.2.1.Synthése diamines quinoléines ferrocéniques

Mode opératoire général

A une solution de 1.30 mmol &8 — 66 et 77 - 78 dans 20 ml d’éthanol sont ajoutés 1.30 mmol de
ferrocéne carboxaldéhyde (pdéB, 77 —66)/N-ferrocénylméthylpipéridone(po3 — 64 et 66). La mixture est
portée a reflux sous agitation magnétique durant.dtsolvant est complétement évaporé sous pressehite.
Le résidu est solubilisé dans du dichlorométhanséehé sous N8O, puis évaporé a nouveau. L'imine
obtenue est mise en solution dans 20 ml de méthaunisl a 0°C 10 mmol de NaBkont ajoutés. La mixture est
laissée durant 2h a 0°C. La réaction est stoppéajpat de 20 ml d’une solution aqueuse de 0.5MNdOH.
Les phases organiques sont extraites par 20 mIHIE€IE rassemblées et lavées avec une solution saterée d
NaCl. Aprés séchage sous 8@y, le solvant est évaporé sous pression réduite gonner une poudre jaune
(68—72et83 —84). Les produits sont purifiés soit par cristallisatou par chromatographie sur colonne éluant
713 acétate d'éthyle/ triethylamine.

4-(2-(1-ferrocénylméthylpiperidin-4-yl)hydrazinyl)-7-chloroquinoline 68

- 1505 Poudre jaune (449 mg ; R. = 98%)
| . M = 474.817g/mol
~ P.F=87°C

Analyse élémentaire ¢gH,,CIFeN,) calculée: C
63.24 ; H, 5.73 ; N, 11.80%, trouvé C 63.18 ; 1565,
N, 11.83%
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RMN 'H (CDCI3) : 1.47 (tJ 12.09, 2H, H14a), 1.79 (d, 12.09, 2H, H15a), 1.95 (3 10.56, 2H, H14b)
2.77(d,J 9, 2H, H15b), 3.32 (s, 2H, H16), 3.52 (m, 1H, H18PO(s, 7H, H Fc), 4.08 (s, 2H, H fc), 6.95 4d,
6.54, 1H, H3), 7.27 (d] 9.33, 1H, H6), 7.53(d] 9.33, 1H, H5), 7.87 (s, 1H, H8), 8.46#5.61, 1H, H2).
RMNYC (MeOH-d4) : 30.23 (2C, C14), 50.93 (2C, C15)886(1C, C13), 58.26 (1C, C16), 68.11 (2C, C Fc),
68.53 (5C, C Fc), 70.34 (2C, C Fc), 82.1 (1C, C, BE0.84 (1C, C3), 115.60 (1C, C10), 120.89 (1C), C6
125.40 (1C, C5), 128.55 (1C, C8), 134.92 (1C, @4§.76 (1C, C9), 151.33 (1C, C4), 151.93 (1C, C2).

N1-(1-ferocénylméthylpiperidin-4-yl)-N2-(7-chloroquinolin-4-yl)éthane-1,2-diamine 69

Poudre jaune (700 g ; R.= 95%)

N \O ) M=502.88g/mol

/ij N~ P.F =66°C

TN : Analyse élémentaire @Hs,CIFeN,) calculée: C
' 64.49; H, 6.21; N, 11.14%, trouvé : C 64.65;|H,
6.25; N, 11.21%
RMN *H (CDCl): 1.27 (t,J 6.24, 2H, H13), 1.78 (m, 4H, H16), 1.85(m, 1H, H1&35 (t,J 6.09, 2H, H12),
2.74 (tJ 6.03, 4H, H17), 3.29 (s, 2H, H19), 4.02 (s, 7H,FE), 4.07 (s, 2H, H Fc), 5.20 (s, 1H, H11),
6.27 (d,J 5.4, 1H, H3), 7.20 (dd] 2.16,J 8.76, 1H, H6), 7.64 (d) 8.97, 1H, H5), 7.8 (dJ 2.16, 1H, H8),
8.4(d,J 5.37, 1H, H2). RMN™C (CDCL): 32.74 (2C, C16), 42.35 (1C, C13), 44.23 (1C, CH1.70 (2C,
C17), 54.21 (1C, C15), 58.30 (1C, C19), 99.10 (@8), 117.37 (1C, C10), 121.56 (1C, C6), 125.17 (@B),
128.37 (1C, C8), 134.74 (1C, C7), 148.93 (1C, @89.96 (1C, C4), 151.92 (1C, C2).

a N

N1-(1-ferocénylméthylpiperidin-4-yl)-N3-(7-chloroquinolin-4-yl)propane-1,3-diamine 70

Poudre jaune (700 mg ; R. = 80%)

M =516.89 g/mol

P.F=64°C

Analyse élémentaire geH3CIFeNy)
calculée: C 65.06; H, 6.44; N, 10.84%,
trouvé C 65.21 ; H, 6.39 ; N, 10.78%
RMN *H (CDCL): 1.21 (m, 4H, H17), 1.50 (m, 2H, H13), 2.5 (m,, Hl6); 2.79 (d) 7.16, 2H, H14), 2.85 (m,
4H, H18), 3.29 (tJ 5.67, 2H, H12), 3.39 (s, 2H, H19), 4.11 (s, 7HF¢), 4.15 (s, 2H, H Fc), 6.25 M5.37,
1H, H3), 7.32 (ddJ 1.98; 9.18, 1H, H6), 7.81 (d,8.94, 1H, H5), 7.88 (d] 1.98, 1H, H8), 8.43 (d] 5.34, 1H,
H2). RMNC (CDCL): 27.19 (1C, C13), 31.98 (2C, C17), 34.47 (1C,);38.51 (1C, C12), 51.61 (2C, C1¢
55.40 (1C, C16), 58.12 (1C, C19), 68.12 (2C, C B8p4 (5C, C Fc), 70.35 (2C, C Fc), 82.13 (1C,d},
98.18 (1C, C3), 117.43 (1C, C10), 122.54 (1C, @8}h.64 (1C, C5), 127.80 (1C, C8), 134.92 (1C, @#1.45
(1C, C9), 150.70 (1C, C4), 151.44 (1C, C2).

LN

N1-(1-ferocénylméthylpiperidin-4-yl)-N3-(7-chloroquinolin-4-yl)2,2-diméthylpropane-1,3-
diamine 71

14 6 PoudreJaune (533 mg ; R. = 74%)
\ M =544.21 g/mol
5 18 P.F=58°C
\\ Analyse élémentaire @gHs/CIFeN;) calculée:
Fe C 66.12; H, 6.84; N, 10.28%, trouvé: |C

66.40 ; H, 6.89 ; N, 10.18%
RMN "H (CDCh) : 1.06 (s, 6H, H19); 1.15 (m, 4H, H16), 1.95 @n, H17), 2.37 (m, 1H, H15), 2.69 (s, 2H,
H14), 3.1 (s, 2H, H12), 3.37 (s, 2H, H18), 4.117, H Fc), 4.16 (s, 2H, H Fc), 6.62 @6.9, 1H, H3), 7.29
(dd,J 2.13 RMN 8.88, 1H, H6), 7.70 (d,9.24, 1H, H5), 7.91 (d] 2, 1H, H8), 8.44 (dJ 6.93, 1H, H2). RMN
3c (CDCE) : 25.03 (2C, C19), 32.75 (2C, C16), 33.55 (1C3)CH1.91 (2C, C17), 55.93(2C, C14 et C15),
58.23 (2C, C12 et C18), 68.02 (2C, C Fc), 68.52 (BEc), 70.41 (2C, C Fc), 82.73 (1C, C Fc), 9188, C3),
117.75 (1C, C10), 122.45 (1C, C6), 124.75 (1C, A=B.49 (1C, C8), 134.53 (1C, C7), 149.18 (1C, C9),
150.83 (1C, C4) , 152.14 (1C, C2).
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N1-(1-ferocénylméthylpiperidin-4-yl)-N*-(7-chloroquinolin-4-yl)butane-1,4-diamine 72

PoudreJaune (478 g ; R. = 85%)
M =531 g/mol

P.F=62°C

LC-MS : 531.20 (MH)

RMN TH (CDCL): 1.95 (m, 4H, H13 et H14); 2.01 (m, 4H, H18),&(in, 2H, H15), 2.71 (m, 1H, H17), 2.85
(m, 4H, H19), 3.21 (m, 2H, H12), 3.39 (s, 2H, H20)11 (s, 9H, H Fc), 6.19 (d,7, 1H, H3), 7.23 (dJ 9.36,
1H, H6), 7.79 (s, 1H, H8), 8.12 (d,9.36, 1H, H5), 8.29 (d] 6.69, 1H, H2). RMN=C (CDC}) : 24.05 (1C,
C14), 25.23 (1C, C13), 29.18 (2C, C18), 30.95 (TT5), 42.54(1C, C12), 50.90 (2C, C19), 54.79 (1C7)C
57.64 (1C, C20), 68.27 (2C, C Fc), 68.60 (5C, C, F6)37 (2C, C Fc), 81.23 (1C, C Fc), 98.21 (1C), €3
111.43 (1C, C10), 126.75 (1C, C6), 123.47 (1C, A2p.47 (1C, C8), 135.80 (1C, C7), 147.94 (1C, C9),
151.55 (1C, C4) , 156.47 (1C, C2).

(1R,4R)-N1-(7-chloroquinolin-4-yl)-N4-(ferrocénylmethyl)cyclohexane-1,4-diamine 83

14a/b

16
13a/b n\/FC
’ e Poudre jaune (3 g ; R. = 98%)
1 HN\\\\““ M =473.13 g/mol

P.F =187°C

Analyse  élémentaire  @ggHsCIFeNs)
calculée: C 65.91; H, 5.96 ; N, 8.87%,|C
66.10; H,5.90 ; N, 8.93%

RMN "H (CDCL): 1.95 (m, 4H, H13 et H14); 2.01 (m, 4H, H18),&(in, 2H, H15), 2.71 (m, 1H, H17), 2.85
(m, 4H, H19), 3.21 (m, 2H, H12), 3.39 (s, 2H, H28)11 (s, 9H, H Fc), 6.19 (d,7, 1H, H3), 7.23 (dJ 9.36,
1H, H6), 7.79 (s, 1H, H8), 8.12 (d,9.36, 1H, H5), 8.29 (d] 6.69, 1H, H2). RMN=C (CDC}) : 24.05 (1C,
C14), 25.23 (1C, C13), 29.18 (2C, C18), 30.95 (TT5), 42.54(1C, C12), 50.90 (2C, C19), 54.79 (1C7)C
57.64 (1C, C20), 68.27 (2C, C Fc), 68.60 (5C, C, F6)37 (2C, C Fc), 81.23 (1C, C Fc), 98.21 (1C), €3
111.43 (1C, C10), 126.75 (1C, C6), 123.47 (1C, A2p.47 (1C, C8), 135.80 (1C, C7), 147.94 (1C, C9),
151.55 (1C, C4) , 156.47 (1C, C2).

(1R,2R)-N1-(7-chloroquinolin-4-yl)-N2-(ferrocénylmethyl)cyclohexane-1,2-diamine 84

Poudre jaune (3 g; R. = 98%)
M = 473.13 g/mol

P.F=50°C

LC-MS : 474.24

8

RMN H (CDCk) : 1.16 (m, 4H, H14) ; 1.35 (m, 8H, H14 et H13)/8.(m, 1H, H15), 2.19 (m, 4H, H13), 3.16
(m, 1H, H12), 3.31 (d] 13.41, 1H, H17a), 3.57 (d,13.11, 1H, H17b), 3.95 (s, 5H, H Fc), 4.05 (s, #H&c),
6.40 (dJ 5.46, 1H, H3), 7,19 (dd} 2.1 RMN 8.97, 1H, H6), 7.41 (d,8.88, 1H, H5), 7.85 (d] 2.19, 1H, H8),
8.41 (d,J 5.4, 1H, H2). RMN"C (MeOH d4): 24.69 (2C, C14), 31.72 (2C, C13), 458C, C15), 56.72 (1d,
C12), 60.49 (1C, C16), 67.84 (1C, C17), 68.03 (€Gc), 68.12 (2C, C Fc), 68.43 (5C, C Fc), 87.28,(C
Fc), 99.81 (1C, C3), 117.67 (1C, C10), 121.32 (T6), 125.21 (1C, C5), 128.78 (1C, C8), 134.73 (CT),
149.32 (1C, C9), 149.89 (1C, C4), 152.08 (1C, C2).

I11.2.2.Synthése des triamines ferrocéniques
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Mode opératoire général

1 équivalent de ferrocéne carbaldéhyde est ajoamé dn ballon contenant 1 équivalent de diamine
quinoléique correspondaii® — 80 solubilisé dans 20 ml d’éthanol. La mixture estt@e a 90°C sous agitation
magnétique. Au bout de 4H, I'imine est formée. h&tol est évaporé, puis le résidu est dissous 2@amsl de
méthanol. L'imine est réduite aprés 2h de réachkios de I'ajout lent du NaB Aprés hydrolyse avec 50 ml
d’eau, la phase organique est extraite par 3x2@ardichlorométhane. Apres séchage sous Mg&produit
est condensé a l'aide de I'évaporateur rotatif gmmer une poudre jaune.

(1R,4R)-N1-(7-chloroquinolin-4-yl)-N4-(3-(ferroncénylmethylamino)ethyl)cyclohexane-1,4-
diamine 81

v
14b N
\/\u/\pc Poudre jaune (173 mg ; R. = 100%)
M =517 g/mol
13ab P.F =155°C

Analyse élémentaire @gH33CIFeN,) calculée: C
65.06 ; H, 6.44; N, 10.84%, trouvé: C 65.21;|H,
6.31; N, 10.62%.

RMN 'H (CDCE): 1.28 (m, 4H, H12a et H13a), 1.99 (m, 4H, H12bi#Bb), 2.18 (4H, H15 et H16), 2.55 (M,
1H, H14), 3.42 (m, 1H, H11), 4.06 (s, 7H, Cp), 4(682H, Cp), 4.15 (s, 2H, H17), 4.25 (s, NH), 436NH),
6.34 (d,J 8.65, 1H, H3), 7.25 (d] 10, 1H, H6), 7.52 (dJ 10, 1H, H5), 7.87 (s, 1H, H8), 8.42 @8.85, 1H,
H2). RMN'3C (CDC): 31.23 (2C, C13), 31.48 (2C, C12), 46.17 (1C, 056.43 (1C, C15), 55.52 (1C, C14),
57.07 (1C, C11), 60.69 (1C, C17), 68.00 (2C, CPB)28 (2C, Cp), 68.50 (5C, Cp), 81.70 (1C, Cp), 94EC,
C3), 114.05 (1C, C10), 120.76 (1C, C6), 122.53 (@6), 125.22 (1C, C8), 129.01 (1C, C7), 144.7 (TQ),
151.95 (1C, C4), 154.26 (1C, C2).

(1R,4R)-N1-(7-chloroquinolin-4-yl)-N4-(3-(ferroncénylmethylamino)propyl)cyclohexane-1,4-
diamine 82

M =531 g/mol
P.F =79-90°C
Analyse élémentaire ¢gHzsCIFeN,) calculée: C
65.61; H, 6.64; N, 10.55%, trouvé: C 65.85;|H,
6.72; N, 10.31%.

H H
14b N N c
O/ \15/\17/ N Poudre jaune (151 mg ; R. = 100%)
113

13a/b
2alb

RMN ™H (CDCl) : 0.86 (m, 2H, H16), 1.27 (m, 2H, H13b), 1.35 (3#L3a et H14a), 2.08 (m, 2H, H12b), 2.07
(m, 3H, H12a et H11a), 2.7 (m, 2H, H17), 3.50 (i, Bi15), 4.14 (s, 7H, Cp), 4.17 (s, 2H, Cp), 4.202H,
H18), 4.25 (s, NH), 4.35 (1H, NH), 4.88 (s, NH}¥4.(d,J 6.18, 1H, H3), 7.34 (d] 9.24, 1H, H6), 7.62 (d]
10.29, 1H, H5), 7.96 (s, 1H, H8), 8.52 (H8.85, 1H, H2). RMNC (CDC) : 31.16 (2C, C13), 31.68 (2C
C12), 31.83 (1C, C16), 46.17 (1C, C17), 51.43 (@T5), 55.52 (1C, C14), 57.07 (1C, C11), 60.65 (@TB),
67.87 (2C, Cp), 68.56 (5C, Cp), 70.05 (2C, Cp)5891C, Cp), 99.31 (1C, C3), 117.21 (1C, C10), 2141C,
C6), 120.93 (1C, C5), 125.12 (1C, C8), 128.86 (@T), 148.78 (1C, C9), 149.40 (1C, C4), 152.04 @L),
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(1R,4R)-N1-(7-chloroquinolin-4-yl)-N4-(ferrocénylmethyl)-N4-methylcyclohexane-1,4-
diamine 85

Poudre jaune (151 mg ; R. = 100%)

M = 476 g/mol

P.F =79-90°C

Analyse élémentaire @&z CIFeN;) calculée: C
66.47 ; H, 6.20 ; N, 8.61%, trouvé : C 66.55 ; k805;
N, 8.55%

RMN TH (CDCl): 1.26 (m, 4H, H13a et H14a); 1.98 (m, 2H, H14bY8 (m, 2H, H13b), 2.25 (s, 3H, H18),
2.52 (m, 1H, H15), 3.49 (m, 1H, H12), 3.49 (s, 2#17), 4.00 (s, 7H, H Fc), 4.10 (s, 2H, H Fc), 6(83 5.4,
1H, H3), 7.25 (ddJ 1.8 RMN 8.85, 1H, H6), 7.53 (d,8.97, 1H, H5), 7.87 (d] 1.86, 1H, H8), 8.43 (d] 5.34,
1H, H2). RMN'C (CDCW): 27.02 (1C, C16), 31.64 (2C, C13), 37.90 (2C, C52.73 (1C, C14), 54.05 (1€,
C11), 60.63 (1C, C15), 68.11 (2C, Fc), 68.56 (5€), F0.05 (2C, Fc), 79.58 (1C, C Fc), 99.54 (1C),CG3
112.73 (1C, C10), 117.02 (1C, C6), 120.97 (1C, a®p.25 (1C, C8), 129.21 (1C, C7), 135.14 (1C, ¢9),
148.66 (1C, C4), 152.28 (1C, C2).

IV. DERIVES BENZODIAZEPINES FERROCENIQUES

IV.1. Syntheése des benzodiazépines par la méthode conventionnelle 1

IV.1.1. Réaction de couplage
2-N-(N’-Boc-glycinyl)aminobenzophénone 88

Mode opératoire

Dans un ballon de 100 mL, 0.499 g (2,53 mmol) der®robenzophénone et 0.478 g (2.73 mmol) de
N-Boc-glycine et 0,486 g (2,54 mmol) d’'EDCI sontdulisés dans 40 mL de dichlorométhane (DCM). Le
mélange est maintenu une nuit sous agitation magreéta température ambiante. De I'eau distilléer(R.) est
ajoutée au mélange et une extraction au DCM esttiée, la phase organique est séchée sur MdiBEe
puis évaporée. Le solide obtenu est lavé a I'deguétrole et a I'éther éthylique (1 EE/ 2 EP).

)bu 1 Cristaux blanc (663 mg ; R. = 74%)

o ta s T M = 354.4 g/mol

P.F =202°C

1 v 3 Analyse élémentaire ¢gH».N,O,) calculée: C 67.78,
6 4 H, 6.26 ; N, 7.90% ; mesurée : C, 67.80; H, 6.27] N

2 : 7.89 ; rtLCMS 2.98, MS 355.0.

RMN ™H (CDCk) : 11.2 (1H, s, k) ; 8.63 (1H, dJ 7.2, H) ; 7.67 (1H, dJ 8, Hs) ; 7.59 (1H, tJ 7,1, Hyy) ;

7.57 (3H, m, K, Hoet Hys) ; 7.27 (2H,m, Hoet Hy,) ; 7.10 (1H, tJ 8, H,) ; 5.30 (1H, s, k) ; 3.93 (2H, dJ 6,

Hie) ; 1.43 (9H, s, kb, Hay et Hy). RMN *3C (CDCL) : 199.25 (G) ; 168.79 (, G) ; 155.88 (Gs) ; 140.06 (G) ;

138.77 (G) ; 134.23 (G)) ; 133.53 (G) ; 132.49 (G) ; 129.95 (G et Gy) ; 128.29 (Goet G) ; 123.55 (G) ;

121.44 (G) ; 80.44 (Gg) ; 45.36 (Ge) ; 28.30 (Gg, Cy et Gy).

Mode opératoire général pour la synthése des compes91, 92

Dans un ballon de 50 mL sous atmosphére inertdenant une solution de 2-aminobenzophenone (1
équivalent) et déN-Boc-glycine (1 équivalent) dans 5 mL de dichlordimade, sont ajoutés trés lentement 1
équivalent de dicylohexylcarbodiimide (DCC) dans@d,Cl, pendant 30 mn a 0°C. Aprés 10 h de réaction a
température ambiante, la solution est filtrée glitecet le filtrat est récupéré puis évaporé. tedpit formé est
ainsi purifié par chromatographie sur colonne dieesien utilisant comme éluant : un mélange deCHAEP
(6/4) et acétate d'éthyle/EP (5/5).
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2-N-(N’-Boc-glycinyl)amino-5 chlorobenzophénone 92

Bl Solide jaune claire (1470 mg ; R. = 88%)
0 HNJ'JYN\F(O M = 388.4 g/mol
NN, © P.F = 147°C
54 Analyse élémentaire @gH,:CIN,O,) calculée: C,
z " CSI 61.78; H, 5.44; N, 7.20% ; mesurée : C, 61.71;| H,

5.47; N, 7.23 ; ttws 3.19, MS 388.9
RMN "H (CDCl) : 11,07 (1H, s, k) ; 8,6 (1H, dJ 9, Hy) ; 7,63-7,47 (3H, m, K H, et Hyy) ; 7,46-7,40 (4H,
m, Ho, Hio Hip et Hig) : 5,15 (1H, s, K ; 3,90 (2H, d,J 6, Hg) ; 1,38 (9H, s, bh, Hyy et Hy). RMN °C
(CDCLy) : 197,94 (G) ; 169,09 (Gs) ; 155,90 (G ; 138,30 (G) 137,71 (@) ; 133,87 (Q) ; 132,99 (G) ;
132,6 (G) ; 129,97 (G ; 128,54 (Goet G) ; 127,6 (G) ; 124,9 (G) ; 122,92 (G) ; 77,09 (Go) ; 45,32 (G ;
28,21 (Gg, Cx et Gy).

2-N-(N’-Boc-glycinyl)amino-5 chloro-2’-fluorobenzophénone 91

” jv%f e * Poudre jaune claire (569 mg ; R. = 70%)
o h M = 406.9 g/mol
10 X7 3 °© P.F =130°C
114 Analyse élémentaire @gH,oCIFN,O,) calculée: C,
12 & 59.04; H, 4.96; N, 6.89% ; mesurée: C, 59.24;| H,

5.08; N, 6.88% ; tLCMS 3.21, MS 406.9
RMN TH (CDCl) : 11,6 (1H, s, k) ; 8,68 (1H, dJ 9, Hy) ; 7,48 (2H, m, K et Hy) ; 7,38 (2H, m, Het H) ;
7,24 (1H, dJ 8, H) ; 7,12 (1H, tJ 9, Hio) ; 5,15 (1H, s, ) ; 5,16 (1H, s, k) ; 3,95 (2H, d,J 6, His) ; 1,39
(9H, s, Ho, Hzo et Hpy). RMN *°C (CDCL) : 195,47 (G) ; 169,20 (Ga) ; 165,11 () ; 153,07 (G;) ; 138,91
(Cy) ; 135,04 (Gy) ; 133,68 (G); 133,01 (Q) ; 130,27 (@) ; 127,75 (G) ; 125,6 (G) ; 124,51 (Gy) ; 124,04
(Cg) ; 122,33 (G) ; 116.5 (Go) ; 77,06 (Gg) ; 49,91 (Gs) ; 28,25 (G, Coo, Caa).

1V.1.2. déprotection et cyclisation des 88, 91 et 92
(Z)-5-phenyl-1H-benzo[e][1,4]diazepin-2(3H)-one 94

Mode opératoire

Dans un ballon de 100 mL, 0,318 g du comp@&éest dissous dans 20 mL de dichlorométhane. Aprées
ajout d’acide trifluoroacétique (1mL) le mélange emintenu sous agitation magnétique et a températu
ambiante durant 4h. L'excés d’acide est neutradigeéc une solution M de I'hydroxyde de potassium. Une
extraction au DCM (3x15 mL) est effectuée, la phagmnique est séchée sur MgSfiltrée puis évaporée. Le
solide obtenu est dissous dans 20 ml de DCM aved'&étde acétique. La solution est portée a refiuke une
nuit. Une extraction au DCM est effectuée suiviend' neutralisation avec le carbonate de potasdiarphase
organique est récupérée, séchée sur Mgidée et évaporée.

Solide blanc (1950 mg ; R. = 92%)
M = 236.3 g/mol
P.F =148°C

RMN ’H (CDCk): 9,78 (1H, s, i) ; 7,44 (2H, dJ 7.4, Hy et H) ; 7,39 (2H, tJ 7,6 Hz, H, et Hy) ; 7,29
(1H, 1,38, Hy) ; 7,25 (1H, dJ 8,1 Hz, H) ; 7,22 (1H,t,J 7,6, H) ; 7,15 (1H, d,) 8,1 Hz, H) ; 7,06 (1H, tJ 8
Hz, Ho) : 4,26 (2H,s, k). RMN *3C (CDCL) : 172,44 (Go) ; 171,21 (Gy) ; 139,46 (G) ; 138,85 (@) ; 131,74
(Cy) ; 131,36 (G) ; 130,32 (@) ; 129,72 (Gs et G) ; 128,20 (G, et Gy) ; 127,23 (G) ; 123,34 (G) ; 121,27
(Cq) 5 56,71 (Gy).
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Mode opératoire général de synthése des composésedB8

Premiere étape :

2,816 g (8,98 mmol) d8l et 92 sont dissous dans 170 mL de chloroforme et 14 mhedsolution de
HCI dans du 2-propanol (5 aM, 50 équiv.) sont ajoutés lentement a 0°C. La r@actst laissée 24h sous
agitation magnétique. La solution est neutraliséecaine solution aqueuse de NaOW)(@t extraite au DCM
(3x30 mL) a été effectuée. La phase organique &réegp séchée sur MggQdiltrée puis évaporée sous pression
réduite.

Seconde étape :

Le résidu obtenu est dissous dans 900 mL de dmMiéthane en présence de 40 mL d’acide acétique
glacial (100 équiv.). Le mélange est laissé souataan et a reflux pendant une nuit. La solutiest ensuite
neutralisée avec une solution aqueuse de Na®y g6ant d’étre extraite au dichlorométhane (3x50ntla)
phase organique est séchée sur Mgiffrée puis évaporée sous vide.

Purification : chromatographie sur colonne de siwec 100% EE comme éluant et cristallisatiorogl favec
un mélange de DCM:EP (1:4).

(Z)-7-chloro-5-phenyl-1H-benzo[e][1,4]diazepin-2(3H)-one 98

Poudre blanche (1900 mg ; R. = 87%)
M =271 g/mol
P.F =216°C

RMN 'H (CDCL): 9,2 (1H, s, H), 7,47 (1H, m, B) ; 7,46-7,40 (2H, m, Het H.3) ; 7,39 (2H, m, Ky et Hy) ;
7,34 (1H,dJ 2,4, H) ; 7,10 (1H, d,) 8,6, Hy) ; 4,26 (2H, s, k). RMN *3C (CDCL) : 172,8 (Ge); 167,8 (Gy) ;
138,6 (G) ; 137,1 (Q) ; 131,7 (G) ; 130,5 (G) ; 130,4 (G) ; 129,7 (@) ; 128,9 (Gs et G) ; 128,6 (G €t Gy ;
128,3 (G) ; 122,6 (G) ; 69,40 (1C, Cp substitué) ; 68,63 (2C, Cp nautitug) ; 67,96 (5C, Cp non subtitué) ;
65,88 (1C, Cp substitué) ; 58,8,

(E)-7-chloro-5-(2-fluorophenyl)-1H-benzo[e][1,4]diazepin-2(3H)-one 97

Poudre blanche (2540 mg ; R. = 98%)
M = 289 g/mol
P.F =208°C

RMN *H (CDCEL) : 9,04 (1H, s, i) ; 7,51 (1H, tJ 8, Hy) ; 7,51 (1H, tJ 8, Hy) ; 7,41-7,36 (2H, m, Het Hy) ;
7,19-7,18 (2H, m, Ket H) ; 7-6,91 (2H, m, KL et Hy) ; 4,30 (2H, s, k). RMN **C (CDC}) : 207,18 (Go) ;
166,7 (G ; 162,12 (Gy) ; 136,23 (Q) ; 132,44 (Gy) ; 132,04 5 () ; 131,45 (G) ; 128,24 (G) ; 124,49 (Q) ;
124,44 (Go) ; 116,51 (G,) ; 56,54 (Gx).

IV.2. Synthese des benzodiazépines par irradiation micro-onde

Mode opératoire générale

Un tube de microonde de 10 ml contenant 25 mg dmiRobenzophénone (0,126 mmol), 22,2 mg de
N-Boc-glycine (0,126 mmol) et 26,3 mg de DCC (0,X260l) dissous dans 0,4 mL de toluéne est irradié au
micro onde pendant 20 min a 150°C. Ensuite, 0,6dalLTFA est ajouté au mélange avant d’étre a nouveau
irradié & 150°C pendant 20 min. La solution estinadigée avec NaOH et extraite au DCM (3x 3 mL) pbase
organique est séchée sur MgS6@ltrée et évaporée. Le résidu obtenu est pusfié colonne de gel de silice
(EE:EP 7/3). Les produi4, 97 et98 sont obtenus avec des rendements de 77%, 80%et 69

IV.3. Syntheése des benzodiazépines ferrocéniques

1V.3.1. Méthode classique 1
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Mode opératoire générale

A 0°C, sous atmosphére inerte, & une solution dedakazépinesd, 97 et 98, 0.636 mmol) dans du
DMF distillé (10 ml), sont ajoutés 71,3 mg dBuOK (0.636 mmol). Aprés 30 min, la températureédsvée a
'ambiante avant d'ajouter 5 mL d’une solution dengthylferrocénylméthyl ammoniurh2 (169 mg, 0,438
mmol) dans de la DMF distillée. La solution ess$die sous agitation magnétique et chauffée a 1p€iGant
4h sous atmosphére inerte. A température ambidftanlL d’eau sont ajoutés au mélange. Le mélange est
ensuite neutralisé (pH = 7) avec une solution meldiHCI. La phase organique est extraite avec @MD
(3x15 mL) séchée sur Mgiltrée et évaporée. Les produits obtenus sonifigsi par chromatographie sur
colonne de silice avec pour éluant un mélange thaeel’'éthyle et d’éther de pétrole (5/5).

(Z)-1-(ferrocénylméthyl)-5-phényl-1H-benzo[e][1,4]diazépin-2(3H)-one 103

Solide jaune claire (159 mg ; R. = 84%)

M = 433.9 g/mol

P.F =215°C

Analyse élémentaire @gH,,FeN,O) calculée: C
71.90; H, 5.11; N, 6.45% ; mesurée: C, 71.12;| H,
5.23; N, 6.33% ; rkms3.31 MS 434.9

RMN *H (CDCH) : 8,52 (2H, dJ 7.6, H11) ; 7,73 (2H, m, &t H,) ; 7,65 (3H, m, kb et Hys) ; 7,32 (1H, tJ
8.1, H6) ; 7,26 (1H, d) 8, H4) ; 5,20 (1H, dJ 15, Hys) ; 4,70 (1H, dJ 10, H,) ; 4,53 (1H, dJ 15, Hs) ; 4,16
(5H, m, Cp non substitué) ; 3,90 (4H, m, Cp subéjit 3,67 (1H, dJ 10, H,). RMN **C (CDCE) : 172,27 (Q)
;171,20 () ; 139,43 (G) ; 138,85 (Gy) ; 131,73 (G) ; 131,36 (Gy) ; 130,33 (G) ; 129,72 (Gy) ; 128,68 (G,
1 127,22 (G) ; 123,32 (@) ; 121,26 (G) ; 69,74 (1C, Cp substitué) ; 69,12 (2C, Cp stbs}i; 68,76 (5C, Cy
non substitué) ; 68,76 (1C, Cp substitué) ; 68112, Cp substitué) ; 57,01 {G 55,69 (G.,).

(Z)-7-chloro-1-(ferrocénylméthyl)-5-phényl-1H-benzo[e][1,4]diazépin-2(3H)-one 102

S
£ Solide jaune (121 mg ; R. = 68%)
( M = 467 g/mol
P.F =184°C

Analyse élémentaire ¢gH,,CIFeN,O) calculée: C
66.62; H, 4.52; N, 5.98% ; mesurée : C, 66.35;| H,
4.57, N, 5.96% ; rtms 3.58, MS 468.9.

RMN *H (CDCHL) : 7,37 (3H, m, K, Hs, Hy) ; 7,27 (4H, dJ 4, Hyet Hyy) ; 7,06 (1H, m, H) ; 5,12 (1H, dJ
14, Hy) ; 4,7 (1H, dJ 10.3, H) ; 4,41 (1H, dJ 14, Hy) ; 4,09 (5H, m, Cp non substitué) ; 3,97 (4H, m, |C
substitué) ; 3,64 (1H, dl 10.3, H). RMN *C (CDCL) : 5 (ppm) 169.10 (C2) ; 168,26 (C9) ; 140,74 (C3) ;
138,18 (C8) ; 132,02 (C6) ; 131.03 (C5) ; 130.483)C; 129.55 (C7) ; 129.42 (C11) ; 128.22 (C12p4.45
(C4) ; 69,40 (3C, Cp substitué) ; 68,63 (5C, Cp sahtitué) ; 67,96 (2C, Cp subtitué) ; 56.90 (CH6;28
(C14).

~

(E)-7-chloro-1-(férrocénylmethyl)-5-(2-fluorophényl)-1H-benzo[e][1,4]diazépin-2(3H)-
one 104

Solide jaune (166 mg ; R. = 78%)

M = 487 g/mol

P.F=110°C

Analyse élémentaire @gH,CIFFeNO) calculée: C
64.16; H, 4.14; N, 5.76% ; mesurée : C, 63.99;| H,
4.13; N, 5.65% ; rkms 3.51 MS 486.9.

RMN 'H (CDCl) : 7,36-7,29 (4H, m, § Hy, Hiz, Hio) ; 7,10 (1H, tJ 7.5, Hy) ; 6,97 (2H, m, Hk et Hy) ; 5,05
(1H, d,J 14, He) ; 4,78 (1H, d,J 10.5, H); 4,61 (1H, d,J 14, He) ; 4,07 (7H, Cp non substitué et Cp
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substitué) ; 3,98 (2H, Cp substitué) ; 3,67 (1HJ d0,5, H). RMN *C (CDCEk) : 168,11 (G) ; 165,80 (G) ;
140,12 (Gs) ; 132,22 (G) ; 132,18 (G3) ; 131,50 (@) ; 131,15 (@) ; 130,05 (@) ; 128,43 (G) ; 124,27 () ;
124,12 (Go) ; 116,40 (G et G) ; 116,12 (G,) ; 69,74 (1C, Cp substitué) ; 69,12 (2C, Cp subjit 68,76 (5C
Cp non substitué) ; 68,14 (2C, Cp substitué) ;081G ; 46,62 (G).

1V.3.2. Méthode par irradiation micro-onde

Mode opératoire général

Dans un tube de micro onde sous flux d’azote camte®5 mg de benzodiazépin€d (97et98, 0,106
mmol) et 61 mg d’'ammonium ferrocéniquEs (0,159 mmol) sont introduits 17,8 mg 8BuOK (0,159 mmol)
et 2 ml de DMF distillé. La réaction est conduited20°C pendant 20 min avant d’ajouter 3 mL d'eae. L
mélange est extrait avec du dichlorométhane (3xR2ehles phases organiques réunies sont séchébkSay,
filtrées et évaporées. Le résidu obtenu est pusifiécolonne de gel de silice (EE:EP 7:3). Les pitsd 02, 103
et 104 sont obtenus respectivement avec des rendemeiis %e 34 % et 71%.

B. PARASITOLOGIE

Test d’activité antiplasmodiale

Sur les souches FcB1, F32 et K1Rlefalciparum le test a été réalisé au Muséum d’Histoire Ndlture
de Paris.
La méthode utilisée était la méthode radioisotopigar marquage & I'hypoxanthintH]. Les souches de.
falciparum F32 (en provenance de Tanzanie), FcB1 (de ColgndiieKl (de Thailande) sont cultivées en
continu dans des érythrocytes humdirises solutions stock de chloroquine diphosphatértdmisine, de
ferroquine et des molécules a tester, étaient ptépaespectivement dans de I'eau distillée et BiS0. Ces
solutions ont été ensuite diluées en série avemilau de culture et introduites dans des plaque9@l puits
contenant les cultures asynchrones de parasitéseffice de toutes les formes du parasite : ringshdeoites,
schizontes). Le test a été réalisé avec un taak dithématocrite de 1% et une parasitémie de 1%.dlaques
ont été ensuite incubées, une premiére fois, pérddna 37°C, sous une atmosphére réduite en ory@dsche
a bougie). Puis, aprés rajout de I'hypoxanthitt§] [0.5 puCi par puits, 1 — 5 Ci/mol), elles ont é& nouveau
mises a incuber pendant 24h.
L'activité antiplasmodiale est déterminée en fanmtile I'incorporation de I'hypoxanthindH] par le parasité.
Ainsi, la radioactivité incorporée par des parasiém contact avec les molécules est comparée & ded
parasites maintenus en absence de médicament deuitsntréle). Les concentrations inhibitrices 5@k et
90% (1Gy) sont déterminées en tracant la courbe d'inhibiga fonction des concentrations médicamenteuses.

Sur la souche W2, le test a été réalisé a 'UMR MDBoratoire de Parasitologie et Mycologie
Médicale de la faculté de Pharmacie de Marseille bAut de 72 H d'incubation, la prolifération dugsite a
été évaluée par le test du SYBR green et le soblanlilution était le DMSG.

Les molécules ont été testées sur les isolatxyakisi gabonais, en provenance de I'Hopital de I'Amit
Sinogabonaise de Franceville, du Centre Hospitidiégionale Amissa BONGO de Franceville et de I'Hdlpi
de COMILOG de la ville de Moanda.

La méthode utilisée était celle du test colorinugtel de DELI-microtest (Double-Site Enzyme Linked
LDH Immunodetection) qui permet de détecter ladteetiéshydrogénase Befalciparum(LDHPf).'° L’analyse
de l'activité antiplasmodiale s’effectuait en trédtapes : la mise en culture de lisolat, le teétipinaire et le
test d'activité. La parasitémie initiale de I'échilon sanguin était comprise entre 0.005% et 0.R%olat était
lavé avec 2 & 3 mL du milieu de culture, du RPMbgRell Park Memorial Institute medium) par cenigétion
(1500 tours/mn pendant 10 mn) pendant 3 fois. Leranulture préparée avec la série de dilutions gppFes
des molécules dans chaque puits avait un volumenmaaxie 200uL soit un taux d’hématocrite de 1.5%. U
volume de 197uL de chague molécule y compris larolguine en référence était reparti dans des ptade®6
puits, 3pL du culot sanguin de lisolat était efswajouté. Deux puits supplémentaires sont résetggsme

7 Trager, W.; Jensen, J. B. Science 1976, 193, 673 — 677.

8 Schrével, J.; Sinou, V.; Grellier, P.; Frappier, F.; Guénard, D.; Potier, P. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994, 91, 8472 — 8476.
o Guigembe, W. et al. Nature. 2010, 465, 311 — 315.

10 Brasseur, P.; Agnamey, P.; Moreno, A.; Druilhe, P. Med. Trop. 2001, 61, 545 — 547.
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contréle positif. Un puits sans médicament (aveiquement du RPMI) et un autre avec du DMSO sont mis
également au contact de l'isolat. La plaque estiemfncubée a 37°C avec 5% de {s&ndant 44H. La culture
était interrompue en congelant la plaque a -20 @@t au moins 3H. Enfin, La plaque est décongélée
température ambiante (12 — 25°C) pendant 30 & 48vant de procéder au test d’activité. Les densipéisiues
(DO), proportionnelle a la concentration de la pLDptésentent dans I'échantillon, étaient lues au
spectrophotomeétre a 450 nm.

Test d’activité antitoxoplasma gondii

L'activité anti-toxoplasmique était évalué sur lmissancein vitro des tachyzoites d&€oxoplasma
gondii de la souche PRPB-Gal exprimant lap-galactosidase Hscherichia coli selon une méthode
colorimétrique adaptée de celle de McFadden ét al, Laboratoire de Parasitologie et Mycologie Méldicde
Marseille. La lecture d'absorbance était faite /630 nm.

Test d’activité cytotoxique

L'étude cytotoxique des aminohydroxynaphtoquinoieesocéniques a été réalisée sur plusieurs lignées
cellulaires selon la méthode rapide de numératies dellules vivantes, MTT teSt,au Laboratoire de
Parasitologie et Mycologie Médicale de Marseille.

Ces AHNQFcs ont été testés sur deux lignées daleslb savoir: la lignée J774 A.1 (monocytes
macrophages murins adhérents (ECACCQC)) et la ligh&€eG2 (hépatocytes humains adhérents (ATCC-LGC)).
La doxorubicine a été prise comme molécule de eéfér a cause de son effet cytotoxique. La toxibié
'atovaquone a également été étudiée. Le tempsubation était de 72 heures et la lecture des plguété
faite au spectrophotométre a 570 nm et 630 nm €Rioticrotiter plate reader).

L’activité cytotoxique des autres molécules a étélisée au CIRMF (Gabon), toujours suivant la
méthode du MTT test. Les cellules ont été cultiviass des microplaques de 96 puits a raison de &lQ0es
par puits. Au bout de 24 h d'incubation, les celfulétaient lavées avec du milieu de culture DMEK/F1
Ensuite, les molécules, préalablement dissoutes darDMSO étaient introduites dans du milieu déucala
différentes concentrations, au contact des celldlesmilieu était incubé pendant 5 jours & 37°Cssb% de
CO.,. Les absorbances étaient lues a I'aide d'un spgletitometre a 540 nm avec une référence a 690 nm.

1 McFadden, D. C.; Seeber, F.; Boothroyd, J. C. Antimicrobial Agents ChemotheR. 1997, 41, 1849 — 1853.
2 Mosmann, T. J. Immunol. Methode. 1983, 65, 55 — 63.
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RESUME

La pharmacomodulation des molécules biologiquensaives par l'introduction
d’'une entité organométallique telle que le ferracéanstitue une alternative trés intéressante
pour pallier les probléemes de recrudescence degardses aux antipaludiques. Ce travail de
thése est centré sur la conception, la synthedaaivité antiplasmodiale de nouveaux
composes ferrocéniques.

Quatre familles de molécules ont été modifiéescairalement par I'introduction d’'un
motif ferrocénique. Ainsi, les aminohydroxynaphtogunes (analogues de I'atovaquone), les
hydrazones quinoléiques et acridiniques, les 4-aquimoléines (analogues de la
chloroquine) et les benzodiazépines (dérivés duafkpam) ferrocéniques ont été
synthétisées. Les études biologiques d’inhibitienla croissance de. falciparumsur des
clones de laboratoire et des isolats cliniques gaisoont abouti a des résultats tres
prometteurs, notamment pour la famille des 4-amimuagjéines ferrocéniques. L'activité
cytotoxique et l'indice de sélectivité de ces cosgm ont également été étudiés et ainsi
permis de dégager des candidats médicaments pguoainain développement.

Mots clés chimie bioorganométallique, ferroceéne, paludisriexoplasmose, tuberculose, isolats
cliniques gabonais, test Elisa, parasitologie.

SUMMARY

Pharmacomodulation of biologically active drugs Mliye introduction of an
organometallic entity such as ferrocene -constitutesvery interesting alternative to
compensate the problematic increase of antimalaay resistances. This PhD work is
focused on the design, the synthesis and the stiudytiplasmodial activity of new ferrocenyl
compounds.

For this purpose, four families of drugs containiag ferrocenyl entity were
synthesized and studied for the first time. Thusyesal aminohydroxynaphthoquinones
(Atovaquone analog), quinolinyl- and acridinylhydoaes, 4-aminoquinolines (Chloroquine
analog) and benzodiazepines (Flurazepam analogg wesigned and obtained in good
conditions. The ferrocenyl derivatives were evadator their antimalarial activityn vitro
upon Plasmodium falciparumstrains and gabonese clinical isolates. Some obethe
synthesized compounds have displayed very promigisigts, in particular for the ferrocenyl
4-aminoquinolines derivatives. The cytotoxic adyivand the selectivity index of these
compounds have indicated some of them as promesindidates for further development.

Keywords: bioorganometallic chemistry, ferrocene, malat@xoplasmosis, tuberculosis, Gabonese
clinical strains, Elisa test, parasitology.
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