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Avertissement : Afin de faciliter la lecture de ce manuscrit, la numérotation concernant les
molécules du chapitre « le VIH, I’intégrase et leurs inhibiteurs » est indépendante de celle
des autres chapitres. La numérotation des citations est indépendante pour chaque chapitre.
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Introduction

INTRODUCTION GENERALE

Apparu il y a une vingtaine d’années (les premiers cas ont été recensés en 1980 aux
Etats-Unis)'* , le SIDA s’est considérablement répandu a travers le monde et sa propagation
perdure encore aujourd’hui. Les derniéres estimations réalisées en 2004 par 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) révelent qu’entre 36 et 44,3 millions d’individus vivent
présentement avec le VIH-1 a travers le monde’. Le nombre d’infections prend de I’ampleur
dans toutes les régions du globe, mais particuliecrement en Asie et en Europe orientale, ou ce
nombre a grimpé de 50% depuis 2002. Ces tendances montrent qu’il y a encore d’importantes
lacunes dans la riposte au VIH/SIDA et que des démarches pragmatiques demeurent
nécessaires pour vaincre cette maladie. Ces approches passent inévitablement par la

prévention et la conception d’agents antirétroviraux efficaces.

Les approches classiques utilisant un unique agent thérapeutique pour le traitement de
la maladie se sont rapidement révélées insuffisantes en raison d’une rapide tolérance du virus.
En effet, les enzymes de réplication du VIH ont la particularité de commettre un plus grand
nombre d’erreur que les enzymes de réplication des genes des organismes supérieurs. Cette
caractéristique, associée a un taux de réplication extrémement élevé et a une forte production

virale, rend compte de la capacité du virus a s’adapter a son environnement et donc a survivre.

De ce fait, la lutte contre le virus s’est tournée vers 1’association de médicaments
antiviraux agissant de maniere additive ou synergique pour permettre une action antivirale
plus puissante et limiter les chances du virus de trouver une combinaison de mutations
compatible avec sa survie. D’année en année, 1’arsenal thérapeutique contre le VIH s’est
considérablement enrichi avec comme cible principale la transcriptase inverse et la protéase
du VIH. L’inhibition de ces deux enzymes constitue donc actuellement la base de la plupart

des thérapies anti-SIDA.

Néanmoins, en vue d’améliorer ces multithérapies, des agents anti-VIH dirigés vers
d’autres cibles participant au cycle de vie du VIH sont devenus nécessaires. En mars 2003, le
premier médicament anti-SIDA dirigé vers une autre cible que la transcriptase inverse et la
protéase a ét¢ mis sur le marché. Il s’agit du Fuzéon, un inhibiteur de fusion (empéchant

I’entrée du virus dans la cellule hote). L’intégrase, la troisieme enzyme du patrimoine
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Introduction
génétique du virus, est aussi une cible prometteuse car cette enzyme catalyse une étape
essentielle dans la réplication du virus: I’intégration du génome viral dans I’ADN de la

cellule-hote.

De nombreuses molécules issues du régne végétal ont été identifiées comme agents
anti-VIH-1 et de nombreuses revues sur ce sujet ont mis en lumiére leur grande diversité
structurale. Quelques polyphénols naturels, appartenant a la famille des lignanes, ont été
identifiés lors de vastes screenings de plantes utilisées en médecine traditionnelle.

Les esters de 1’acide caféique, tels que le CAPE, 1’acide chicorique, 1’acide
rosmarinique ou les acides 3,5-dicafeoyl et 3.,4,5-tricafeoylquiniques et les oligoméres de

I’acide caféique sont reconnus pour leurs propriétés anti-intégrase.

Dans le cadre de plusieurs projets soutenus par I’ANRS, notre équipe s’est intéressée a
la synthése de nouveaux inhibiteurs potentiels de 1’intégrase du VIH-1. Pour ma part, j’ai été
chargée de la synthése de dérivés naturels de ’acide caféique afin d’évaluer leur activité anti-
intégrase.

Dans ce mémoire, j’évoquerai d’abord 1’état des recherches contre le VIH-1 et plus
particulierement les connaissances actuelles sur 1’intégrase et ses inhibiteurs. Les travaux
effectués au laboratoire sont présentés dans une deuxiéme partie ou seront développées les
synthéses des parties acides des acides salvianoliques D, E, des dérivés de la sagecoumarine,
du tournefolal, des acides tournefoliques A et B et de 1’acide fukiique. Enfin, je présenterai les

résultats concernant 1’activité anti-intégrase de I’ensemble de ces molécules.
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A. LE VIRUS D’IMMUNODEFICIENCE HUMAINE

1. Découverte du VIH

L’épidémie du SIDA est, en 2007, largement entrée dans sa troisieme décennie. C’est
en effet a la fin de ’année 1980 que sont rapportés les premiers cas suspects de déficiences
immunitaires graves parmi les populations homosexuelles américaines.' Ceci méne 4 la fin de
’année 1981 & une premiére définition d’un syndrome de I’immunodéficience acquise,” qui
deviendra le SIDA. A cette époque, la forte tendance du SIDA a sévir parmi les populations
homosexuelles® lui vaut dans un premier temps le nom de « Gay Related Immune
Deficiency » (GRID).>* Les premiers cas de déficiences immunitaires chez les
consommateurs de drogues injectables sont cependant identifiés dés décembre 1981.° Un peu
plus d’un an apres, le virus de I’immunodéficience acquise humaine (VIH), responsable du
SIDA, est identifié par le professeur Montagnier.

La structure de ce virus, alors appelé LAV (lymphadenopathy Associed Virus), est
décrite pour la premiére fois en mai 1983, dans la revue Science.® Ses caractéristiques sont
trés proches de celles du HTLV (Human T cell Lymphotropic Virus), découvert lui par le
professeur Gallo en 1980.7 Il n’adoptera le nom de VIH qu’en 1986. Durant cette méme
année, 1’équipe du professeur Montagnier identifie un deuxiéme virus, structurellement tres

proche du VIH-1, le VIH-2 (localisé principalement en Afrique de 1’Ouest).
2. Présentation générale®’

Le virus d’immunodéficience humaine (VIH) est 1’agent causal du syndrome
d’immunodéficience acquise (SIDA) dont le nom provient de la constatation d’un

effondrement de I’immunité cellulaire chez les patients infectés.

Le VIH appartient a la famille des rétrovirus'® qui sont les seuls organismes vivants
capables de fabriquer de ’ADN a partir d’ARN grace a une enzyme qui leur est spécifique :
la transcriptase inverse ou rétrotranscriptase (RT) qui réalise 1’étape de rétrotranscription. Or,
cette enzyme ne corrige pas les mésappariements (misincorporation) comme 1I’ADN
polymérase cellulaire. Par conséquent, plusieurs erreurs surviennent lors de Ia

rétrotranscription, occasionnant un taux €levé de mutations dans I’ADN rétroviral.
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Cette famille des rétrovirus,'' trés répandus parmi les diverses espéces animales, est divisée
en trois sous-groupes selon le type d’infections qu’ils causent (cytopathique (lytique) ou non
cytopathique (oncogéne)) et la structure de leur génome:

- Les Oncovirus sont des virus transformants. Ce sont les rétrovirus les plus
répandus et ils peuvent induire des tumeurs ou des leucémies.

- Les Spumavirus sont des virus « non pathogénes ». Identifiés chez de
nombreux mammiféres, dont ’homme, ces virus provoquent des infections
inapparentes.

- Les Lentivirus sont des virus cytopathogénes. D’abord isolés chez 1’animal,
ils sont responsables de maladies a évolution lente. Le VIH-1 (forme du
VIH répandue en Europe, aux Etats-Unis, en Afrique centrale et orientale et
en Asie) et le VIH-2 (forme du VIH essentiellement présente en Afrique de
I’Ouest) font partie de ce sous-groupe. Ces virus sont exogenes, non
oncogenes et infectent principalement les cellules du systéme immunitaire.
Un autre caractére distinctif de cette sous-famille, particulierement pour le
VIH, consiste en leur capacité d’infecter des cellules au repos et/ou en
différenciation terminale. Leurs génomes contiennent I’information pour
tous les geénes essentiels et accessoires nécessaires a 1’expression des

protéines virales dans les cellules infectées.

Antigéniquement distinct du VIH-1,"? le VIH-2 est également moins pathogéne.
Cependant, ils présentent tous les deux une structure et une morphologie sensiblement
identiques. Les VIH se présentent schématiquement sous la forme de particules sphériques de
90 a 120 nm de diamétre, sorte de boule hérissée de pics aux pointes arrondies. Ces particules
sont entourées d’une enveloppe dans laquelle sont ancrées les glycoprotéines
transmembranaires (TM ou gp41) et les glycoprotéines d’enveloppe externe (SU ou gp120)
(Cette dernicre protéine interviendra dans I’arrimage du virus sur sa cible (les récepteurs CD4
des lymphocytes T4 par exemple)).

L’intérieur de la particule virale est tapissé de molécules correspondant aux protéines
de la matrice (MA ou pl7), cette matrice étant elle-méme recouverte d’une membrane

constituée de 2 couches lipidiques. Cette matrice contient également la protéase virale (PR).
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Figure 1- Structure du VIH-1"

centre de la sphere, la capside virale est constituée de protéines (CA p24). A

I’intérieur du petit cone sont présents deux chaines d’ARN et deux des trois enzymes

nécessaires

a la reproduction du virus (la transcriptase inverse ou RT et I’intégrase ou IN).

Chaque molécule d’ARN viral est flanquée a chaque extrémité d’une région répétitive

R (Long Terminal Repeat LTR) et de régions appelées U5 et U3. Elle est constituée d’environ

10000 nucléotides dont une majeure partie correspond aux trois génes rétroviraux classiques

appelés ga

g, pol et env.'" C’est a partir de ces trois génes que sont respectivement

synthétisées les protéines internes du virus (MA ou p17, CA ou p24, NC ou p7 et NC ou p9),

les trois enzymes virales (PR, RT et IN) et les glycoprotéines (SU ou gp120 et TM ou gp41).

Le géne gag code pour des protéines de structure. Le précurseur Gag (Pr55), produit

apres la traduction de I’ARNm, se clive en quatre protéines : la matrice (pl7), la capside

(p24), la nucléocapside (p7) et le polypeptide (p6). Le gene pol contient 1’information

génétique pour la synthése des enzymes responsables de la transcription inverse de I’ARN en

ADN, I’intégration de I’ADN proviral dans le génome de la cellule hote et la maturation des

virus. Le clivage du précurseur Pol permet la formation de la transcriptase inverse, de

I’intégrase et de la protéase. La glycoprotéine gp120 et la protéine transmembranaire gp41

sont toutes

les deux issues du clivage du précurseur Env (gp160) lequel provient de la

traduction du géne portant le méme nom.
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Une des particularités du VIH-1 consiste a posséder plusieurs autres génes. Ces geénes
codent pour des protéines qui interviennent dans la réplication du virus. Parmi ces protéines
se trouvent tat et rev qui permettent respectivement d’augmenter la transcription des genes et
I’expression des protéines virales. D’autres protéines participent également a différentes
étapes du cycle viral dont nef, vif, vpr et vpu." Le tableau ci-dessous résume les fonctions de

chacune des protéines virales dans le cycle réplicatif du VIH-1.

Tableau 1
Genes Protéines et fonctions
gag (Group Specific Antigen) Protéines de structure
pol (polymérase) Transcriptase inverse, protéase, intégrase
env (enveloppe) gp120 :attachement/gp41 : fusion
tat (Transactivator) Régulateur positif de la transcription
rev (Regulator of Viral Expression) Export des transcripts non épissés hors du
noyau
vif (Viral Infectivity) Empéche la désamination de I’ ADN viral
vpr (Viral Protein R) Transport de I’ADN au noyau, augmente la
production virale et contrdle le cycle
cellulaire
vpu (Viral Protein U) Réduit I’expression du CD4
nef (Negative Regulation Factor) Augmente ’infectivité et réduit I’expression
CD4
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Figure 2- Organisation du génome du VIH-1'°

3. Le cycle réplicatif des VIH et sa régulation®®

L’intrusion du VIH-1 chez 1’hdte entraine inévitablement une bataille entre le virus et

les cellules du systéme immunitaire. Sa capacité a s’établir et a déjouer les défenses du

systéme immunitaire résulte d’une stratégie efficace de sa part ou les protéines cellulaires

participent activement. Le virus s’ajuste a la cellule hote et adapte son cycle viral selon le type

cellulaire ciblé.
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Figure 3- Cycle de réplication du VIH-1"
a. Le cycle replicatif du VIH-1

Le cycle de reproduction des VIH comporte des événements précoces qui aboutissent
a D’intégration du génome viral dans le génome de la cellule hote et des événements plus
tardifs dont résulte la formation de nouveaux virions. Le cycle réplicatif du VIH-1 ne différe
pas des autres rétrovirus et les principales étapes s’y déroulent selon les mémes principes de

base.

+ Evénements précoces du cycle réplicatif

Les événements précoces comportent trois €tapes majeures : la reconnaissance et
y s : . . - . . L
I’entrée du virus dans la cellule hote, la rétrotranscription du génome viral et son intégration

dans le génome de la cellule.

© 2009 Tous droits réservés. 11 http://doc.univ-lille1.fr




These de Clémence Queffelec, Lille 1, 2007

Le VIH, I’intégrase et ses inhibiteurs

= Reconnaissance et entrée du virus :

L’entrée du virus dans la cellule s’effectue grace a une reconnaissance spécifique et
forte entre la glycoprotéine externe du VIH, la SU ou gp120 et son récepteur de haute affinité,
la molécule CD4."® Cette derniére caractérise les lymphocytes T-auxiliaires (lymphocytes Th
ou CD4") mais est également présente sur les macrophages, les cellules dendritiques des
ganglions, de la rate et de 1’épiderme ainsi que sur les cellules microgliales du cerveau
(macrophages résidents du systéme nerveux central). L’interaction entre la molécule CD4 et
la gpl20 induit un changement conformationnel de cette derniére permettant Ia
reconnaissance de régions particuliéres de cette protéine (boucle V3) par d’autres protéines de
surface cellulaire appelées co-récepteurs (CCRS sur les macrophages ou CXCR4 sur les
lymphocytes Th). I1 se forme un complexe trimérique CD4-gpl20-co-récepteurs
indispensable pour permettre a la glycoprotéine gp41 d’exercer son activité fusionnante. Il y a
entrée du VIH dans le cytoplasme de la cellule hote ou la capside se désagrége et libére le

génome.

Lymphocyte T4 :g% Monocyte @8
: ou macrophage :

Figure 4- Co-récepteurs'’
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Attachemeni de Ia gpl20 an CD4 Changement de conformation Liaison de la gpl20 avec le co-réceplenr
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Changement de conformation de la gpdl

Figure 5- Fusion®’

= Rétrotranscription et intégration :

Lorsque I’enveloppe virale fusionne avec la membrane plasmique ou vésiculaire, la
capside se retrouve dans le cytoplasme. Par un mécanisme encore nébuleux, la structure de la
capside se déstabilise et son contenu se libere dans I’environnement intracellulaire. Cette
étape est suivie d’une étape importante effectuée par la transcriptase inverse (RT). L’enzyme
copie I’ARN en ADN simple brin, hydrolyse le brin d’ARN et copie I’ADN simple brin pour
former un ADN bicaténaire. Au cours de cette étape au mécanisme trés complexe, deux
régions identiques (U3 et U5) sont formées a chaque extrémité du génome viral. C’est au
niveau de ces régions appelées Long Terminal Repeat (LTR) que ce dernier, sous forme
d’ADN, s’integre dans le génome de la cellule infectée. Cette intégration nécessite le transport
de ’ADN sous forme d’un complexe nucléoprotéique dans le noyau de la cellule et le clivage
de I’ADN viral au niveau des LTR et de ’ADN cellulaire. L.’ensemble de ce processus est

réalisé par une deuxieéme enzyme : 1’intégrase virale.

+ Etapes tardives du cycle réplicatif

Les étapes ultérieures a cette intégration constituent les étapes tardives du cycle

réplicatif.
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= Les étapes transcriptionnelles :

La transcription de I’ADN proviral est réalisée par I’ARN polymérase II cellulaire. La
synthése de I’ARN viral est déclenchée a partir d’une extrémité (LTR 5°) qui sert de
promoteur et se termine a l’autre extrémité (LTR 3”). Cette synthése est initiée lors de
I’interaction de facteurs cellulaires avec le promoteur (LTR 5’) qui contrdlent ainsi la
multiplication du virus dans la cellule hote.

La présence de ces facteurs cellulaires dans le noyau de la cellule infectée dépend
souvent de I’état d’activation cellulaire qui est elle-méme stimulée par des signaux transmis
au niveau de la membrane de la cellule. Ces signaux sont produits lors de I’interaction de la
cellule infectée avec d’autres cellules de son environnement ou encore lors de 1’interaction de
facteurs solubles (lymphokines ou cytokines) présents dans cet environnement avec la
membrane de la cellule infectée.

La régulation de D’expression des genes dépend de la coopération de facteurs
cellulaires mais également de 1’activité des protéines régulatrices virales. Au début de
I’expression du provirus, les génes de régulation seuls sont exprimés. Puis les protéines
régulatrices et des facteurs cellulaires orientent 1’activit¢ de I’ARN polymérase vers la
transcription des geénes codant les protéines de structure et les enzymes, au détriment des
protéines de régulation.

La protéine de régulation tat du VIH-1 joue un réle important dans la synthése de
I’ARN viral en interagissant avec le complexe constitué par le promoteur (LTR 5°) et les
facteurs cellulaires qui y sont déja fixés. C’est un activateur puissant de la transcription et ce
processus aboutit donc a la fabrication d’une quantité importante d’ARN viral dans le noyau
de la cellule infectée. Le transport de cet ARN dans le cytoplasme est, quant a lui, sous le

contrdle d’une deuxiéme protéine de régulation du VIH-1 :la protéine rev.

= Les étapes post-transcriptionnelles :

Les ARN messagers viraux (ARNm) sont alors traduits en protéines virales dans le
cytoplasme grace a la machinerie cellulaire. Les ARNm donnent naissance, selon leur taille,
soit aux protéines de régulation du VIH soit aux protéines constitutives des VIH issues des
geénes gag, pol et env. Ces derniéres sont synthétisées sous forme de protéines de fusion
(polyprotéines) qui sont clivées soit par la troisiéme enzyme virale (la protéase) pour les

polyprotéines gag et pol, soit par des protéases cellulaires pour la polyprotéine env.
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Ces dernicres étapes sont suivies d’un assemblage des protéines virales et de deux molécules
d’ARN viral a proximité de la membrane cellulaire. Celle-ci se met alors a bourgeonner pour

libérer dans la circulation sanguine de nouveaux petits virus.

b. Cibles thérapeutiques

La connaissance approfondie du cycle de réplication du VIH permet de mettre en
évidence diverses étapes, chacune offrant la possibilité de combattre 1’action du virus a I’aide
d’un agent thérapeutique.

Les principales cibles thérapeutiques sont :

e L’inhibition de I’entrée du virus dans la cellule
e L’inhibition de la transcriptase inverse

e L’inhibition de I’intégrase

e L’inhibition de la transcription

e L’inhibition de la protéase

Initialement, le traitement, appelé la monothérapie, était constitué d’une seule classe
d’inhibiteurs. Mais I’émergence rapide de résistance du virus a rendu ce traitement inopérant.
Par conséquent, la multithérapie, appelé HAART (highly active antiretroviral treatment), est
maintenant le traitement classique. Ce traitement consiste en la combinaison d’un inhibiteur
de protéase ou d’un inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse en association
avec deux inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse. En 2003, un médicament
appartenant a une nouvelle classe d’anti-SIDA, les inhibiteurs de fusion, a été approuvé par la
FDA (Food and Drug Administration),”’ ce qui permet d’augmenter le nombre de

combinaisons médicamenteuses et ainsi de mieux adapter la thérapie au patient.
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Tableau 2- Médicaments antiSIDA approuvés par la FDA*?

Année Nom Nom générique Industrie
d’approbation
+ Inhibiteurs de fusion
2003 Fuzeon Enfuvirtide (T-20) Roche Pharmaceuticals & Trimeris

Inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse

1987 Retrovir Zidovudine (AZT) GlaxoSmithKline
1991 Videx Didanosine (ddI) Bristol-Myers Squibb
1992 Hivid Zalcitabine (ddC) Roche Pharmaceuticals
1994 Zerit Stavudine (d4T) Bristol-Myers Squibb
1995 Epivir Lamivudine (3TC) GlaxoSmithKline
1998 Ziagen Abacavir GlaxoSmithKline
2000 Videx EC Didanosine (ddI) Bristol-Myers Squibb
2003 Emtriva Emtricitabine (FTC) Gilead Sciences

Inhibiteurs nucléotidiques de la transcriptase inverse

2001

Viread

Tenofovir disoproxil

Gilead Sciences

Inhibiteurs non-nucléosidiques de la transcriptase inverse

1996 Viramune Nevirapine Boehringer Ingelheim

1997 Rescriptor Delavirdine (DLV) Pfizer

1998 Sustiva Efavirenz Bristol-Myers Squibb
Inhibiteurs de la protéase

1996 Norvir Ritonavir Abbott Laboratories

1996 Crixivan Indinavir (IDV) Merck

1997 Viracept Nelfinavir Pfizer

1997 Fortovase Saquinavir Mesylate Roche Pharmaceuticals

1999 Agenerase Amprenavir GlaxoSmithKline

2000 Kaletra Lopinavir + Ritonavir Abbott Laboratories

2003 Reyataz Atazanavir Bristol-Myers Squibb

2003 Lexiva Fosamprenavir GlaxoSmithKline

2005 Aptivus Tipranavir Boehringer Ingelheim

2006 Prezista Darunavir Tibotec
Médicaments contenant plusieurs principes actifs

1997 Combivir Lamivudine + Zidovudine GlaxoSmithKline

2000 Trizivir Abacavir + Lamivudine + Zidovudine GlaxoSmithKline

2004 Epzicom Abacavir + Lamivudine GlaxoSmithKline

2004 Truvada Emtricitabine + Tenofovir Gilead Sciences

2006 Atripla Efavirenz + Emtricitabine + Tenofovir DF Bristol-Myers Squibb + Gilead

Sciences
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c. L’émergence de résistance

Les enzymes de réplication du VIH ont la particularit¢ de commettre un nombre
d’erreurs relativement important en comparaison aux enzymes de réplication des genes. La
transcriptase inverse ne « relit » aucune des copies qu’elle exécute et commet en moyenne une
erreur sur 10000 nucléotides qu’elle assemble. Le génome du VIH comprenant environ 10000
nucléotides, il existe en moyenne une différence entre deux virus fréres. Cette particularité,
associée a un taux de réplication extrémement rapide (un virus moyennement rapide peut
produire pres de 10000 virus fils par jour, ¢’est-a-dire étre a 1’origine de mille milliards de
virus en quatre jours), rend compte de la capacité du virus a s’adapter a son environnement.
La sélection ne conserve que les mutations favorables, les défavorables ne permettant pas au
mutant de se reproduire. Il y a donc sélection de variants antigéniques lui permettant
d’échapper progressivement a la réponse immune ou de mutants résistants lui permettant
d’échapper plus rapidement a ’action des antiviraux. L’émergence de souches mutantes étant
directement liée a la capacité de réplication du virus, on comprend bien pourquoi une activité
virale extrémement puissante est nécessaire pour empécher la production de mutants
résistants. C’est pourquoi 1’association de médicaments antiviraux peut permettre une action
antivirale plus puissante et minimiser les chances du virus de trouver une combinaison de
mutation compatible avec sa survie. Devant I’impossibilité actuelle d’éradiquer le virus, il
convient de continuer a compléter les traitements actuels en bloquant le virus lors d’un

maximum d’étapes clés de son cycle réplicatif.

4. Les inhibiteurs du VIH-1

a. Les inhibiteurs d’entrée

Un seul des médicaments de cette large classe de cibles potentielles a obtenu
I’approbation de la FDA : I’enfuvirtide (ENF) ou T-20, commercialis¢ sous le nom de
Fuzeon®. ENF est un peptide synthétique de 36 résidus qui contient une séquence dérivée de
la région C34 de la gp41.>*** Ce médicament représente une réelle innovation en matiére de
traitement contre le SIDA car il est le premier inhibiteur de fusion a avoir vu le jour, créant
ainsi une nouvelle classe d’inhibiteurs dans la lutte contre cette maladie. Bien que puissant,
ENF n’est utilis¢é qu’en thérapie de secours a cause d’une production coliteuse et d’une

utilisation lourde, le patient devant subir deux injections sous-cutanées par jour de ce produit.
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De plus, des résistances spécifiques au T-20 par mutation au niveau de la gp41 ont été mises

en évidence a la fois in vitro® et in vivo en monothérapie.”’

Plusieurs molécules sont a un stade d’essais cliniques plus ou moins avancé. Certains

inhibiteurs spécifiques du CCRS5 ont démontré une puissante activité antivirale comme le

maraviroc 1, le SCH-D ou SCH350634 2* ou encore le peptide T 3 (octapeptide reproduisant

le fragment 185-192 de la gp120 riche en thréonine). De méme, le PRO-140, un inhibiteur

monoclonal est en essai clinique de phase I. L’AMDO070 de structure proche de I’AMD3100

4, est un inhibiteur spécifique du co-récepteur CXCR4 et est en phase clinique 1.2 Le TNX-

355 est un anticorps monoclonal qui se lie & un épitope du domaine 2 du récepteur CD4 a la

surface de la cellule, il est un essai clinique de phase II.

C
(T sosns [

Thr-Ala-Ser-Thr-Thr-Thr-Asp-Tyr

4

Tableau 3 : Inhibiteur d’entrée en essai clinique

© 2009 Tous droits réservés.

Nom Cible Essai clinique

maraviroc CCRS Phase II/111

SCH-D CCR5 Phase 11
Peptide T CCR5 Phase II
PRO-140 CCR5 Phase |
AMDO070 CXCR4 Phase 11
TNX-355 CD4 Phase 11
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b. Les inhibiteurs de la transcriptase inverse

La transcriptase inverse est I’enzyme virale responsable de la transformation de I’ARN
viral mono brin en ADN viral double brin. Les inhibiteurs de la transcriptase inverse peuvent
étre classés en deux catégories : les inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques (NRTI /

NtRTI) et les inhibiteurs non nucléosidiques (NNRTT).

+ Inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques de la RT

= NRTIs:

Les composés de cette classe d’inhibiteurs représentent la premiére famille
d’antirétroviraux a avoir été mise sur le marché pour traiter le HIV. Ces composés sont des
analogues nucléosidiques avec un mécanisme d’action relativement simple : métabolisés en
dérivés 5’-triphosphates dans le cytoplasme de la cellule, ils deviennent ligands compétitifs de
la RT qui les incorpore a I’ADN natif. L’absence de groupement 3°-OH, essentiel a la
formation de la liaison 3°-5° phosphodiester avec le nucléotide suivant lors de 1’élongation de

la chaine d’ADN viral induit une terminaison de chaine précoce.”

Brin d’ADN Brin d’ADN

b ® &

o D
7

oH

Compétition

D-C Q OE’ Nucléotide naturel

Terminaison

’
OH

G Y ‘ET:"‘: Analogue nucléosidique
Lo " triphosphorylé

Figure 6- Mécanisme d’action des NRTIs*
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A I’heure actuelle, il existe sept molécules anti-SIDA qui sont des NRTIs. La premiére
molécule efficace utilisée dans la lutte contre le SIDA®' est la zidovudine 5 (3’-azido-3’-

désoxythymidine ou AZT), molécule connue depuis 1964,> analogue de la 2’-

désoxythymidine 6.
( ) ( N
o) — o) —
HO/\ i>_N o HO/\i><N o
. zidovudine 5 ° 2'-désoxv§1vaid(ijne 6

Comme la thymidine, I’AZT est phosphorylé¢ par la thymidine kinase cellulaire et
transformé en nucléoside triphosphate (réaction de triple phosphorylation) dans la cellule
infectée. Cette étape de triple phosphorylation varie selon les cellules et dépend de la phase du
cycle cellulaire, par exemple les monocytes et les macrophages en phase de repos mitotique
ne peuvent pas suffisamment phosphoryler ces analogues nucléosidiques méme s’ils ont une
grande affinité enzymatique. Cette étape est indispensable et nécessite un certain degré
d’activité cellulaire. L’ AZT triphosphate entre en compétition avec la thymidine triphosphate
pour agir sur le site actif de la transcriptase inverse et bloque 1’¢longation de la chaine d’ADN
viral. En effet, cette molécule (AZT triphosphate) est utilisée préférentiellement par la
transcriptase inverse et trés peu par les polymérases cellulaires. Il s’agit donc d’un inhibiteur
compétitif relativement spécifique de la transcriptase inverse. L’infection de la cellule par le
virus est bloquée, cependant ’activité¢ des cellules de I’organisme est préservée. De ce fait,
I’AZT empéche l’infection de nouvelles cellules mais n’a aucun effet sur les virus déja

intégreés.

Les autres NRTIs ont un fonctionnement similaire. Il s’agit de la Stavudine 7 (2°,3’-
didéhydro-3’-déoxythymidine ou d4T),”> la lamivudine 8 (2’-déoxy-3’-thiacytidine ou
3TC),**** I’emtricitabine 9 (2°,3’-didéoxy-5-fluoro-3’-thiacytidine ou (-)-FTC),**7 la
didanosine (ddI)*® 10, I’abacavir 11°° et la zalcitabine (2°,3’-dideoxycytidine ddC) 12 .

4 Y
i, O, —
o — // r
HO [N NH
HO N (o] s / 2
< ; N
NH
Stavudine7 4 lamivudine 8 o

\

\.
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Malheureusement, ces composés agissent également dans les processus naturels de
multiplication cellulaire. Leur toxicité, en particulier envers les mitochondries, a été mise en
évidence chez I’adulte et ’enfant et ’apparition de résistances est inévitable. Pour retarder
celle-ci, ces médicaments sont utilisés en bithérapie ou multithérapie, c’est-a-dire associés a

d’autres médicaments agissant de manicres différentes.

Le grand défi dans la conception de nouveaux NRTIs n’est pas de trouver de nouveaux
composés qui inhibent le HIV mais plutét I’identification de médicaments qui limitent la
toxicité et plus important encore qui n’ont pas de résistances croisées avec les autres
médicaments. Quatre molécules sont en phase clinique. Il s’agit de I’elvucitabine 13 qui
présente une activité contre les HIV mutants résistants & la lamivudine et a ’AZT,* de
I’apricitabine 14, le racivir (racémique de Iemtricitabine 9) et le KP-1461 15.*
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L’énantiomere de I’emtricitabine est environ 10 a 20 fois moins actif que I’emtricitabine mais

il est sélectif de différentes mutations du VIH-1 dans les lymphocytes.

NH,
NH, NH, /k
F Z" S\

N

\N \N )
o LA Lo LA | =y
N ¢} N 0]

(o) S
(0]
(0] -'/"/,//
elvucitabine 13 apricitabine 14 Ho >
L KP-1461 15
Tableau 4 : NRTi en essai clinique
Nom Cible Essai clinique
Elvucibine RT Phase II/I11
Apricitabine RT Phase IIb
Racivir RT Phase I/11
KP-1461 RT Phase Ib
= NtRTIs:

Les NtRTIs sont semblables aux NRTIs dans leur mécanisme d’action mais ils
contiennent déja un groupement sous forme de phosphonate ce qui diminue le nombre
d’¢étapes d’activation intracellulaire nécessaires pour les rendre actifs. A la place des trois
étapes de phosphorylation obligatoire, ces composés ne subissent que deux étapes de
phosphorylation pour étre convertis en métabolites actifs.

Un seul médicament, un prodrug, tenofovir diisoproxil fumarate 16,***
commercialisé sous le nom de Viread®, a été accepté par la FDA et est devenu important
dans le traitement par les antirétroviraux, en particulier en combinaison avec un NRTi
(emtricitabine) et un NNRTi (efavirenz) donnant lieu a la commercialisation de Truvada®
(tenofovirDF et emtricitabine) par Gilead et d’Atripla® (tenofovirDF, emtricitabine et

efavirenz) par Merck et Gilead.

22
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tenofovir diisoproxil fumarate 16

+ Inhibiteurs non nucléosidiques et non nucléotidigues de la RT (NNRTIs)

Le terme « inhibiteurs non nucléosidiques de la RT » regroupe une large gamme de

composés dont le premier représentant, le HEPT 17, est identifié en 1989.* Cette découverte

est rapidement suivie par celle des dérivés des benzodiazépines (TIBO 18,* Néviparine 19%°),

des bis-hétéroaryl-pipérazines (BHAP 20%), des isoindolinones.*** A I’heure actuelle, plus

d’une trentaine de familles chimiques sont reconnues pour leurs propri¢tés de NNRTIs.>

-

HEPT 17

<

N N =
Z
N
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Plusieurs molécules aux propriétés antivirales attractives ont fait 1’objet d’études
cliniques. En 1997, la névirapine,*® commercialisée sous le nom de Viramune®, devient le
premier NNRTI inclus dans les thérapies anti-VIH. Deux autres, la delavirdine 21,
commercialisée sous le nom de Rescriptor®, est le moins utilis¢ des médicaments de cette

. 2 .
classe et I’efavirenz 22,>* connu sous le nom de Sustiva®.

(\N
N N HN

N NHSO,CHs \ N
‘ Cl S

(@]
/
NH
delavirdine 21
o

efavirenz 22

Le point commun de ces trois NNRTIs est qu’ils engendrent une hypersensibilité mais
surtout des résistances liées a des mutations sur la transcriptase inverse. Afin de prévenir
I’apparition de ces résistances, les NNRTIs doivent donc étre utilisés des le début de
I’infection en concentrations suffisamment importantes et en combinaison avec des NRTIs

et/ou des PIs.”

Alors que les inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques agissent directement au
niveau du site catalytique, les NNRTIs agissent au niveau d’un méme site allostérique,
localisé a environ 10 A du site catalytique. Les NNRTIs partagent également le méme mode
d’action : leur liaison au site allostérique cause un changement de conformation de plusieurs
résidus de la transcriptase inverse, parmi lesquels Tyr 181 et Tyr 188. La déformation qui en

résulte se répercute sur le site actif, ce qui inhibe I’activité de I’ADN polymérase de I’enzyme.

Parce qu’ils exploitent un méme site de liaison, les NNRTIs possedent plusieurs
caractéristiques biochimiques et pharmacologiques communes. L une des plus importante est
leur action sélective sur la transcriptase inverse du VIH-1. En effet, le site de liaison des
NNRTIs est caractéristique de la transcriptase inverse du VIH-1 et n’existe ni sur la RT du

VIH-2, ni sur les RT d’autres rétrovirus.

Une des conséquences principales de la grande spécificité des NNRTIs est que ces

composés sont en général mieux tolérés que les NRTIs.” Cette faible toxicité constitue
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d’ailleurs un de leurs principaux atouts sur le plan thérapeutique. Certains effets secondaires
leur sont cependant associés, tels que des éruptions cutanées, de légers troubles gastro-
intestinaux ou, dans le cas de I’Efavirenz, de faibles effets sur le systéme nerveux central

(vertiges, insomnie, euphorie...) qui s’atténuent apres quelques semaines.

Deux molécules sont en essais cliniques, Etravirine (TMC-125) 23,>*> et TMC-278
24 en phase III et IIb respectivement. Elles font partie d’une nouvelle famille d’inhibiteurs de
la RT appelée NcRTi (pour nucleotide-competing RT inhibitors). Elles se lient au site actif de

la fonction polymérase de la RT et ainsi entrent en compétition avec les nucléotides naturels.

CN CN

CN

\(
| HN N NH
. / N ‘ Y

N
Etravirine 23 N2 Z

A

TMC-278 24

¢ Inhibiteurs de Ribonucléase H :

La transcriptase inverse est un dimére composé¢ de deux polypeptides : p66 (66 kDa) et
p51 (51 kDa). C’est une enzyme fondamentale des rétrovirus et son action permet la
rétrotranscription du génome viral, constitu¢ d’ARN simple brin, en un ADN double brin.
Pour ce faire, elle est composée d’un domaine ADN polymérase et d’un domaine ribonucléase
H (Rnase H). Le domaine ADN polymérase, sur lequel agissent les NRTIs, les NtRTIs et les
NNRTIs, n’est pas le seul impliqué dans les mécanismes de création d’'un ADN viral double
brin. En effet, apres la rétrotranscription de I’ARN viral en ADN viral grace au domaine ADN
polymérase, le brin d’ARN doit étre €éliminé pour permettre la formation d’'un ADN viral
bicaténaire. Cette étape primordiale est effectuée par le domaine ribonucléase H de 1’enzyme

ce qui en fait une cible thérapeutique potentielle.”® Cette étape requiert la présence d’ions
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métalliques divalents®’ dont le role dans le mécanisme de clivage de ’ARN n’a pas encore été

déterminé mais dont les sites de liaisons avec 1’enzyme constituent des cibles potentielles. I1

semble d’ailleurs que I’inhibition de la Rnase H du VIH-1 peut se produire par des

mécanismes directs (liaison au domaine Rnase H de la RT) ou indirects (modulation

allostérique de I’activité).

Parallélement aux nombreux inhibiteurs du domaine ADN polymérase de la RT qui

ont ét¢ développés, quelques inhibiteurs du domaine Rnase H de ’enzyme ont également été

identifiés, tels que I’illimaquinone,’® I’ortho-phénantroline®” ou I’AZT monophosphate.®’

Le site catalytique Rnase H est cependant situé dans une large cavité destinée a

accueillir de longues chaines d’acides nucléiques et n’offre que peu d’opportunités pour la

liaison d’une molécule de faible poids moléculaire. Ceci explique pourquoi ’activité¢ de la

plupart des composés identifiés est trop faible pour étre exploitée (Clso > 50 uM).

Une famille de N-acyl hydrazones dotée de propriétés plus attractives a néanmoins été

découverte en 1997.°' La BBNH 25, la N-(4-tert-butylbenzoyl)-2-hydroxy-1-naphtaldéhyde

hydrazone, qui constitue le chef de file de cette série, inhibe la réplication du virus avec une

ECsp de 1,5 uM. Cette molécule peut se lier indépendamment sur les deux sites et posséde

donc une activit¢ similaire sur les deux domaines. C’est aussi le cas pour la 1,4-

T 62 - 1. A e -
naphtalénedione 26°~ qui démontre méme une activité supérieure sur Rnase H.

N——NH

o

o)
1,4-naphtalénedione 26

c. Les inhibiteurs de I’intégrase

Cette partie sera développée en détail dans le chapitre suivant.

© 2009 Tous droits réservés.

26

http://doc.univ-lille1.fr




These de Clémence Queffelec, Lille 1, 2007

Le VIH, I’intégrase et ses inhibiteurs

d. Les inhibiteurs de la transcription

L’expression des génes du VIH peut étre inhibée par des composés interagissant avec
des facteurs cellulaires qui se lient a la séquence LTR du génome viral et qui sont nécessaires
a un niveau de transcription tels que NF-kB,% un des facteurs cellulaires les plus importants.
Une action plus spécifique peut cependant étre espérée de la part des molécules bloquant la
transactivation de la transcription par tat. Cette protéine remplissant une multitude de

fonctions, elle représente une cible attractive pour une intervention thérapeutique.

Plusieurs composés inhibent la réplication du VIH en interférant avec la transcription

4
64.65 ot d’autres

des geénes. Ainsi, I’effet de la fluoroquinoline 27 est lié a I’inhibition de tat
transactivateurs.”® La temacrazine 28, une bis-triazoloacridone, bloque pour sa part la
transcription des génes viraux sans influencer celle des génes cellulaires®’ mais engendre des
résistances associées a des mutations au niveau de certaines positions des LTR. Le
flavopiridol 29, un inhibiteur de Cdk (Cyclin dependant kinase) et de la protéine kinase P-
TEFb, est étudié pour ses propriétés antiprolifératives dans le cadre de la lutte contre le
cancer.® Tat formant un complexe avec P-TEFb, le flavopiridol inhibe la réplication du VIH.

Enfin, plusieurs analogues peptidiques mimant certains domaines de tat sont également en

mesure de bloquer la transactivation de la transcription.69
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e. Les inhibiteurs de la protéase

La protéase est la troisiéme enzyme spécifique du VIH a intervenir dans son cycle de
réplication. Son rdle est de cliver spécifiquement les polyprotéines gag et gag-pol afin
d’obtenir les protéines structurales et les protéines fonctionnelles du virus ce qui permet la
création de nouveaux virions. Son implication dans la maturation et la production de
nouveaux virions rend son action indispensable a I’infection de nouvelles cellules et elle

. . , . N e 0
constitue donc une cible thérapeutique trés intéressante.’

La protéase virale est une aspartyl protéase qui exerce son activit¢ sous forme de
dimére comportant un axe de symétrie C,.”""">"*"*" Ses deux monoméres sont deux
polypeptides de 99 acides aminés qui présentent des conformations identiques. Le site actif se
situe entre ces deux sous-unités. Il est cerné par deux feuillets 3 flexibles et par la triade Asp-
Thr-Gly (caractéristiques des protéases aspartiques) de chacun des deux monomeéres. Les

résidus aspartiques de cette triade sont essentiels pour le bon fonctionnement de la protéase.

Les inhibiteurs de la protéase virale bloquent le clivage des précurseurs gag et gag-pol
en protéines structurales et fonctionnelles. De ce fait, ils empéchent la maturation des
particules virales, ce qui supprime leur caractére infectieux. Un grand nombre d’inhibiteurs de
protéase, y compris les composés qui font actuellement 1’objet d’applications cliniques,
agissent en tant que molécules peptidomimétiques, dans lesquelles un lien hydroxyéthylene
inerte remplace la liaison peptidique normalement clivée par la protéase.”® L’ajout des
inhibiteurs de protéase a la gamme des traitements antirétroviraux est a 1’origine de progres
importants dans la prise en charge des patients infectés par le VIH. La grande majorité des

traitements HAART incluent a présent ces molécules.

Les inhibiteurs de protéase approuvés par la FDA sont au nombre de dix. L’Indinavir
30 (Crixivan®),”” le Nelfinavir 31 (Viracept®),”>” le Saquinavir 32 (Invirase® et
Fortovase®),*""! I’ Amprenavir 33 (Agenerase@),82 le Ritonavir 34 (Norvir®),* le Lopinavir
35 (utilisé en association avec le ritonavir sous 1’appellation Kaletra®),** 1’Atazanavir 36
(Reyataz®),*% le Fosamprenavir 37 (Telzir® et aux Etats-Unis d’Amérique du nord

Lexiva®), le Darunavir (Prezista®) et le tripanavir 38 (Aptivus®).*”-*
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Plusieurs problémes sont cependant associés a ces composés. Les effets secondaires
engendrés par les inhibiteurs de protéase vont des troubles gastro-intestinaux (fréquents) aux
cas d’hyperlipidémie ou d’hyperglycémie (plus rares) ou de lipodystrophie (changement de la

, .. . . 89
répartition des masses graisseuses dans le corps du patient).

Les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques de ces molécules sont
¢galement un probléme complexe. D’une part, les composés peptidomimétiques sont souvent
caractérisés par une faible biodisponibilité car ils sont rapidement métabolisés. Ainsi, la
biodisponibilité du Saquinavir n’est que de 12% et son temps de demi-vie plasmique n’exceéde
pas une a deux heures. D’autre part, la plupart des inhibiteurs de protéases interagissent avec
les cytochromes p450 et tendent a inhiber certaines enzymes de cette famille. La prise
réguliére de ces composés tend donc a influencer le métabolisme des autres médicaments
absorbés. Ceci permet 1’utilisation d’une combinaison de médicaments judicieusement choisie
de maniére a augmenter les concentrations plasmiques d’un inhibiteur (effet booster du

Ritonavir).
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Enfin, comme pour la plupart des médicaments antirétroviraux destinés a combattre le
VIH-1, Defficacité a long terme des inhibiteurs de protéase peut €tre compromise par

I’apparition de souches mutantes du virus.

B. L’INTEGRASE DU VIH-1

1. La structure de I’enzyme

L’intégrase du VIH-1, codée par le géne pol du VIH, est une enzyme de 32 kDa qui
comporte 288 acides aminés et se compose de trois domaines distincts :
- un domaine N-terminal : composé des résidus 1 a 50, il posséde un motif
Histidine-Histidine-Cystéine-Cystéine (HHCC) liant un cation zinc,”

- un domaine catalytique central : composé des résidus 50 a 212, il posséde
une triade d’acides aminés D64, D116 et E152 (DD35E) caractéristiques de
toutes les protéines d’intégrase.”’ Il est responsable de I’activité catalytique
de I’enzyme®” ainsi que des contacts spécifiques avec 1’ADN,

- un domaine C-terminal : composé des résidus 212 a 288, il est connu

comme liant fortement mais non spécifiquement I’ADN. "

N-terminus Core C-terminus
Catalyzes
Multimerization Polynucleotidyl DNA binding
1 50 Transfer 21 88

Dimer (NMR) Dimer (X-ray) Dimer (NMR)
Binds Zinc Binds Mg2+ Binds DNA

Figure 7- Représentation schématique des trois domaines de I’intégrase du VIH-1%*

Les structures de tous les domaines de I’intégrase du VIH-1 ont été établies par

939 mais la

spectrométriec RMN et par cristallographie soit individuellement soit par paires
structure tridimensionnelle compléte de I'intégrase comprenant les trois domaines n’a pas
encore été établie.

Il a cependant ¢ét¢ montré que des intégrases purifiées de certaines variétés de

rétrovirus peuvent étre présentes sous forme dimérique, tétramérique ou oligomérique et que
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I’intégrase du VIH-1 est présente en équilibre entre la forme dimérique et tétramérique en

solution.””?%%?

47

B
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3‘2 ' ét)
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Figure 8- Structure des trois domaines de I’intégrase du VIH-1'"
a. Le domaine N-terminal

Le domaine N-terminal, constitué¢ des résidus 1 a 50 de I’intégrase, est caractérisé par
la présence de deux résidus Histidine et de deux résidus Cystéine qui constituent un motif
HHCC, motif classique de la liaison du zinc.'”' La structure de ce domaine a été résolue par
RMN. ' En solution, celui-ci adopte une structure dimérique avec une interface entre les
deux monomeéres composée majoritairement de résidus hydrophobes. Chaque unité est
composée de quatre hélices o organisées autour d’un cation Zn>" coordiné par le motif
HHCC. Le domaine N-terminal isolé lie donc un équivalent de zinc, ce qui stabilise I’état de
repliement du domaine et est nécessaire a une activité optimale de 1’enzyme.'”"'” De plus,
cette liaison du zinc parait jouer un rdle important au niveau de la multimérisation de

I’intégrase du VIH-1 par formation d’interactions protéine—plrotéine.101’104
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Figure 9- Structure du domaine N-terminal de I’intégrase du VIH-1'%
b. Le domaine catalytique central

Le domaine catalytique central, constitué des résidus 50 a 212, est caractérisé par la
présence de résidus de type acide (deux résidus aspartiques, D64 et D116, et un résidu
glutamique, E152). Ces résidus, trés conservés parmi les intégrases rétrovirales, constituent
une triade impliquée dans la coordination de cations divalents, I’ensemble étant indispensable
a I’activité catalytique de I’enzyme.”? L analogie catalytique et structurale de I’intégrase avec
d’autres protéines de la famille des polynucléotides transférases Mg -dépendantes'® suggére

fortement que le cation impliqué dans activité naturelle de I’enzyme est Mg

ASP 64

GLU 15 GLU 152

Figure 10- Structure tridimensionnelle du domaine catalytique central et de la triade

DDE en présence de magnésium'”’
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. , . ’ . s s 108,1
Plusieurs équipes ont rapporté des structures cristallisées,'**'%

résolues par rayon X,
du domaine central seul ou en présence d’un cation métallique divalent. Celui-ci cristallise
sous forme d’un dimere d’allure sphérique, chaque monomere constituant un hémisphere.
Chaque monomeére comprend un feuillet B central de cinq enchainements antiparall¢les (B1-
BS5), six hélices o (al-o6) ainsi qu’un court feuillet B constitué de deux enchainements
antiparalléles (B6-B7) et situé entre les hélices a5 et 06.'”” Dans la structure résolue en
présence de Mg™",'"” le cation est coordiné par D64 et D116 tandis que le troisiéme résidu de
la triade E152 ne participe pas a la liaison du métal. Deux molécules d’eau réalisent une
coordination octaédrique du Mg”" avec les atomes d’oxygéne de D64 et D116. Face a ce site

catalytique clé, on trouve une petite boucle flexible constituée des résidus 140 a 149 qui est

sans doute impliquée dans des mouvements essentiels au cours du cycle catalytique.
c. Le domaine C-terminal

Le domaine C-terminal est constitué¢ des résidus 212 a 288. La structure de cette partie

. h 110,111
isolée de I’enzyme a été résolue par RMN. ™

Elle se présente en solution sous forme
dimérique, chaque sous-unit¢ étant composée d’un tonneau B de cinq enchalnements
antiparalléles. La dimérisation crée un sillon en forme de selle, limité par la boucle entre les
feuillets B1 et B2, qui contient plusieurs résidus chargés positivement (comme la Lys-264) et
qui est de forme et de taille propres a accommoder ’ADN double brin. Il a été par ailleurs

suggéré que la dimérisation de ce domaine était importante pour une multimérisation correcte

de ’intégrase du VIH-1.”

Figure 11- Structure du domaine C-terminal de I’intégrase du VIH-1'"
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2. Le role de I’intégrase

AL I;'\TEF.ILEE____\____
l:.." - i .\ I-_- '.;\ " ..l
i Gag Pol Env TN
b 2 \ ADN viral o -

INTEGRASE

r 5

5 (11 1 1 3

ADN cellulaire
B
C:

ALY L 1Ll

ADN proviral

Figure 12- Processus d’intégration de I’ADN viral au sein de I’ADN hote**?
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L’intégrase est responsable de I’insertion de I’ADN viral double brin au sein de

’ADN de la cellule hote. Cette intégration se déroule en plusieurs étapes'' dont deux

majeures, distinctes en spécificité, en temps et en lieu : la coupure de dinucléotides (3°-P) et le
transfert de brins (ST).

Le moment exact ou I’intégrase se lie a ’ADN viral n’est pas connu mais il semblerait

qu’il y ait une interaction physique et fonctionnelle entre la transcriptase inverse et

o 114,115
I’intégrase” ™

et donc que D’interaction ADN-IN débute au cours du processus de
transcription inverse. Sur des cellules infectées par le VIH-1, le double brin d’ADN viral a
d’ailleurs été isolé¢ avec plusieurs dizaines de molécules d’intégrase au sein d’une importante
structure nucléoprotéinique appelée complexe de préintégration (PIC)."'*'"” En plus d’ADN
viral et d’intégrase, le PIC est constitu¢ de protéine de la matrice virale, de transcriptase

inverse, de protéine de la nucléocapside, de protéine virale R, de protéine cellulaire HMG I et

vraisemblablement d’autres protéines cellulaires.

a. La coupure de dinucléotides

Cette étape a lieu dans le cytoplasme de la cellule infectée. Une fois la synthese de
I’ADN viral effectuée, les deux nucléotides situés a chaque extrémité 3’ au niveau des
LTRs'" sont coupés. Lors de cette étape, appelée coupure de dinucléotides (3’-processing, 3’-
P), le dinucléotide GT de I’extrémité 3’ est spécifiquement clivé conduisant a la création d’un
nouveau groupement hydroxyle. Les dinucléotides situés aux extrémités de I’ADN viral sont
alors représentés par le dinucléotide CA-3’-OH. Il est a noter que cette réaction est

caractéristique de tous les mécanismes d’intégration des rétrovirus.
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Figure 13- Mécanisme général de la coupure de dinucléotides effectuée par
I’intégrase

b. Le transfert de brins

Si la réaction de coupure de dinucléotides a lieu dans le cytoplasme, I’ADN viral doit
obligatoirement entrer au sein du noyau pour étre intégré a I’ADN de la cellule infectée. Le
mécanisme d’entrée dans le noyau reste pour 1’instant assez obscur.''® Sa connaissance serait
pourtant d’une grande utilité pour envisager de nouvelles stratégies pour bloquer 1’intégration.

C’est a 'intérieur du noyau qu’a lieu la seconde étape catalysée par 1’intégrase appelée
transfert de brins (ST).

Les deux extrémités 3’ de ’ADN viral s’insérent dans I’ADN cible au niveau de deux
liaisons phosphodiesters distantes de cinq paires de bases. Cette insertion ne se fait pas sur un
site spécifique du génome hote mais toutes ses zones ne sont pas favorables a
I’intégration. 1%

Le transfert de brins met en jeu un mécanisme de transestérification, I’intégrase
disposant I’extrémité 3’ de ’ADN viral de maniére a ce que le groupement hydroxyle puisse
jouer le role de nucléophile. Cette attaque de la liaison phosphodiester de I’ADN hote permet
la jonction entre I’extrémité 3° de I’ADN viral et une extrémité 5° de I’ADN cible.

La liaison de I’ADN viral aux deux brins de I’ADN cellulaire s’effectue de maniére

concertée'?' puis I’intégration est complétée par la perte des nucléotides non appariés a
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chaque extrémité 5° de I’ADN viral. Il en résulte un ADN viral parfaitement intégré au sein de

I’ADN hdte.

3. Les inhibiteurs de I’intégrase du VIH-1

En principe, I’inhibition de I’intégrase peut avoir lieu a deux moments clés du
processus : avant le 3’-P et donc avant la formation du complexe ADNviral-IN
(oligonucléotides, peptides mimant 1’intégrase, inhibiteur bloquant le site actif, avec
vraisemblablement un seul ion divalent) ou apres le 3’-P et donc par interaction avec le
complexe ADNprocessé-IN (dinucléotides mimant le fragment GT, inhibiteur bloquant le site
actif avec vraisemblablement deux ions divalents). On peut donc distinguer deux classes
d’inhibiteurs des fonctions enzymatiques de I’intégrase. Malheureusement, 1’ensemble des
résultats est difficile a analyser selon ce critére et les inhibiteurs d’intégrase sont généralement
classés selon leur structure.

22,122,123,124 S
e mettant en évidence

De nombreuses revues ont été publiées sur le sujet
deux grandes familles : les dicétoacides et dérivés et les polyphénols. Les molécules entrant
dans la premicre famille sont généralement sélectives du ST et c’est dans cette famille qu’ont
¢été identifiées les molécules ayant les meilleures activités antivirales. Les polyphénols ont en
général des activités anti-intégrase non spécifiques, inhibant souvent aussi efficacement le 3’-

Petle ST.

a. Les a,y-dicetoacides

Les inhibiteurs de type a,y-dicétoacides ont été décrits pour la premicre fois par les
chercheurs de la firme pharmaceutique Merck.'”'*® A partir de ces travaux pionniers, de

nombreux articles ont été publiés, présentant des modifications de la partie

127,128,129,130,131,132 . s . r .
F128129.130.3L132 By gardant le motif dicétoacide, des molécules « hybrides »

133,134

aromatique.

135,136

associant des nucléobases (pyrimidine et purine), ou catéchols, ou renfermant deux

137,138

fragments dicétoacides ont ¢été¢ synthétisées. Par rapport aux molécules de référence de

Merck, L.-708,906 39 et .-731,988 40, aucune amélioration notoire n’a été enregistrée.
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/ \ COOH
. X

COOH

o \ (0] OH
o OH L-731,988 40

L-708,906 39

Les dicétoacides sont des inhibiteurs sélectifs de la seconde étape catalysée par
I’intégrase, i.e. le transfert de brins. L’indice de sélectivité dépend des conditions dans

139 1Is sont

lesquelles se font les tests (ordre d’addition des réactifs, nature du co-facteur...).
capables d’entrer en compétition avec I’ADN cible en se fixant sur un complexe IN-
ADNviral.'* TIs sont capables de former des complexes 1:1 ou 2:2 comme cela a pu étre
démontré par des méthodes spectroscopiques.'*"'*? Le complexe 1:1 du L-731,988 avec le
magnésium ne présente pas de différence d’inhibition notable avec le L-731,988'* (L-
731,988 : Clso (3°-P) = 15 uM, ClIso (ST) = 0,54 uM ; [L-731,988 : Mg] : Clso (3’-P) = 6 uM,
Clso (ST) = 0,26 uM).

La fonction acide carboxylique n’est pas requise pour 1’interaction avec le complexe
IN-ADNviral mais est indispensable pour I’inhibition du ST. Il y a donc vraisemblablement
interaction entre cette fonction acide et le magnésium lié coordiné par D64 et D116+
Néanmoins, le motif dicétoacide n’est pas suffisant pour conférer une activité anti-intégrase et

1.'* ont décrit récemment un pharmacophore

encore moins une activité antivirale. Barreca et a
modele en 3D incluant la présence d’une unité aromatique en plus de la structure en trois

points susceptible de lier le (ou les) atome(s) de magnésium.
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Presque simultanément aux travaux pionniers de Merck, le groupe Shionogi s’est
intéressé¢'*® a des a.y-dicétones comportant des groupements indoles diversement substitués
qui inhibent 1’intégrase purifiée avec des valeurs de Clsy inférieures a 10 pM. Le
remplacement de la fonction carboxylique par un bioisostére, le cycle tétrazole, a permis
d’obtenir le 5-CITEP 41 dont la co-cristallisation avec le domaine catalytique central de
I’intégrase a permis d’accéder a la premiére structure cristalline déterminée par rayons X d’un
inhibiteur complexé dans cette région de I’enzyme.'” Le 5-CITEP est stabilisé dans le site
actif de I’intégrase par liaisons hydrogeénes avec certains résidus catalytiques (E152) en plus
des autres acides aminés (T66, N155, Q148) et des deux résidus lysine (K156 et K159) qui
sont impliqués dans le substrat d’ADN. Dans la co-cristallisation 5-CITEP-IN, aucun contact
direct entre la molécule et les deux autres résidus catalytiques (D64 et D116) et aucune
interaction avec I’ion magnésium n’ont pu étre détectés. Seules des interactions de Van der
Walls entre le cycle indole et I’une des quatre molécules d’eau coordinant 1’ion magnésium
semblent plausibles.

Malgré une faible activité contre 1’intégrase, I’absence de propriétés antivirales, la
structure 5-CITEP-IN a permis d’obtenir une premiére idée de I’environnement du site actif
de l’intégrase en présence d’un inhibiteur s’y liant et a constitué un outil important pour
mettre au point des nouvelles structures antivirales et réaliser des études de docking ou de

dynamique moléculaire.

Cl

| =N\

N §N/

NH
HN

5-CITEP 41

De nombreuses modifications structurales s’inspirant des composés de type o.,y-
dicétoacides ont été effectuées permettant 1’élaboration et le test sur intégrase d’un grand
nombre de molécules. Parmi les nombreux composés synthétisés par la firme Shionogi, le S-
1360 42 fait preuve d’une activité remarquable (Clso = 0,02 uM sur ’activité catalytique de
I’intégrase purifiée) qui lui a valu de devenir le premier inhibiteur de I’intégrase du VIH-1 a

147,148

entrer en étude clinique. Il présente une CEsj et une CCsy respectivement de 0,2 et 12

uM sur cellules MT-4 infectées et 1’isolation d’enzymes mutantes résistantes au S-1360 a
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permis de montrer que cette résistance est due a des substitutions d’acides aminés a proximité

du site actif de I’'intégrase.

De plus, les trois principaux mutants résistants (Q148K, I151L, N155S) n’induisent
qu’une faible réplication virale et le S-1360 est actif contre les souches du VIH-1 résistantes
aux NRTIs, NNRTIs et PIs, possédant méme une action synergique avec certains d’entre eux
(AZT, 3TC, néviparine et nelfinavir). L’ensemble de ces propriétés lui a permis d’atteindre la
phase clinique II mais son développement a été¢ arrété en 2003 pour des probléemes de

pharmacocinétique.'®
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Tableau 5 : brevets des dérivés benzoylpyruviques

0 H Ry o)
o OH TN N O OH
O OH
Merck WO 9962513 Shionogi WO 2000039086 | BMS WO 2001096283
WO 9962520 WO 2001095905 WO 2001098248
WO 9962897 WO 2001096329 WO 2003049690
NIH WO 2003049695 Merck WO 2001000578 | Jpn Tobacco WO 2003016266
R3 R2
Ry Ry
o o
O OH O OH
IRBM WO 2003035076 Merck WO 2004024078
WO 2003035077 Jpn Tobacco WO 2005016927
WO 2004058756
WO 2004058757
Shionogi JP 2004244320
BMS WO 2004062613
WO 2004096128
Ry R3
~ N =~ \ | 0
o ~ N =~
8 OH I o
Merck WO 2004047725 BMS WO 2004004657
o
= | AN (e}
©/\O X~ N OH R;—N ‘ N ]
Ry N/ N\OH
o
Shionogi WO 2001017968 Pfizer WO 2004039803
WO 2003016275 WO 2004067531
& )
N — p—
Cr ®
NS N
& OH
Ny N
Shionogi WO 2002070491 Shionogi WO 2003047564
WO 2002070486 WO 2003016275
F
s
N =
O OH N |
Virochem Pharma W02005042524
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b. Les hétérocycles de type 8-hydroxyquinoléines

Les deérivés de type 8-hydroxyquinoléines:

Des modifications apportées directement sur la partie o,y-dicétoacide ont conduit au

remplacement de ce motif par un groupement 8-hydroxy-[1,6]-quinoléine."™® Cette derniére

innovation a permis la mise au point de molécules (composé 43 par exemple) possédant

d’intéressantes activités anti-intégrase et 1’étude de ce type de composé a notamment permis

la découverte du L-870,810 44 dont la capacité a bloquer la réplication du VIH-1 en culture

cellulaire (Clsp = 10 nM) a fait de lui le deuxieéme inhibiteur de 1’intégrase a passer en étude

clinique.151 Malgré une activité antivirale prometteuse (CEos = 19 nM, CCso > 5 uM), la

recherche sur le L-870,810 a été stoppée en raison de toxicité cellulaire intolérable dans le

foie et les reins de chiens. Aprées I’abandon des essais cliniques sur le L-870,810, les travaux

ont continué sur le dérivé L-870,812 45 puis ont ét¢ abandonnés, vraisemblablement pour les

mémes raisons, au profit de MK-0518.

Bn
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Tableau 6 : brevets des dérivés 8-hydroxyquinoléines

CH,OH Ry
N N X
HsCO O Nz O . HO | | TRy
(0] OH O O
Bioalliance FR 20032839646 | Shionogi WO 2004024693 | Jpn Tobacco WO 2004046115
WO 2003031413
CNRS WO 9845269
Rs R, o OH
R/l\' © ,‘\‘ AN R\l NN X\
A I | Q00 1T
N N N
O OH \N/‘N OH O  oH
Merck W02003062204 GSK WO 2004101512 Gilead WO 2004035576
WO 2004035577
Tibotec WO 2004096807
R R Merck WO 2002036734 Merck WO 2003016309
X ‘ R;m WO 2002030426 WO 2003016315
N N N WO 2002030930 WO 2003077850
o OH WO 2002030931 WO 2003077857
WO 2002055079 WO 2003086319
WO 2003016294 WO 2004080402
WO 2003016309 Gilead WO 2005028478
WO 2003016315 Shionogi WO 2002070486

Les styrylquinoléines :

Les styrylquinoléines occupent une place particuliére parmi les 8-hydroxyquinoléines.

Cette famille a été décrite pour la premiére fois en 1998'°*'> par 1’équipe de Jean d’Angelo,

bien avant les travaux des équipes de chercheurs de Merck. Contrairement au L.-870,810 ou

au L-870,812, un cycle aromatique di- ou trioxygéné, relié par un bras éthényle est nécessaire

pour conférer une bonne activité.

Le composé 46 est actuellement un des composés les plus actifs sur I’IN reportés pour

cette famille de molécules (Clsp = 0,3 uM pour le 3’-P et 0,4 uM pour le ST sur intégrase

. e, N 152 .., o .
recombinante purifiée). °~ Malheureusement, son excellente activité en milieu cellulaire (Cls

= 1,2 uM) est associée a une importante cytotoxicité (CTso = 10 uM). La méthylation du

groupement hydroxyle en position 3 sur le cycle phényle permet cependant de perdre cette

cytotoxicité tout en ne diminuant que faiblement 1’activité¢ (composé 47 _: Clso = 0,7 uM pour

le 3°-P et 1,7 uM pour le ST, ClIso = 12 uM et CTso > 100 uM ).'
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Tous les efforts visant a améliorer les propriétés antivirales ont par la suite été
vains.>*1*>13¢157 1 vitro, le composé 47 inhibe 1’étape de 3°-P en empéchant la formation du
complexe IN-ADNviral d’une maniére compétitive.”® In vivo, 47 est un vrai inhibiteur de
I’intégrase induisant les mutations simple C280Y et double V1651/V249I et est actif sur des
virus résistants (RTis ou DKAs) et notamment sur les mutants T66I, T66I/M1541 et
T661/S153Y, résistants au L-731,988."”

Les molécules en phase clinique :

Récemment, la firme Gilead a acquis le développement d’un dérivé de
dihydroquinoléine, le JTK-303 (GS-9137) 48, un inhibiteur d’intégrase breveté par la société
Japan Tobacco. Cette molécule ressemble pharmacologiquement aux antibiotiques de la
famille des quinolones.'® On ne connait que peu de choses sur cette molécule. Elle présente
une Clsy de 1,7 nM contre I’intégrase et on pense que son activité est due a sa capacité a se
lier au magnésium.

JTK-303 a déja fait I’objet d’étude en phase clinique I au Japon et des essais de phase
II ont tout récemment commencé. Cette molécule présente une forte activité antivirale in vitro
sur de nombreuses souches de virus et un effet additif ou synergique en association avec
d’autres antirétroviraux. Un ajout de 100 mg de Ritonavir augmente beaucoup Ila
concentration du produit et prolonge sa présence dans le sang (la demi-vie plasmique passe de
3 heures a 9 heures), autorisant une prise unique journaliére.

Les résultats d’un essai de phase I a différentes doses, ou la molécule était testée en
aveugle en monothérapie chez 40 patients naifs et pré-traités, ont été¢ présentés en 2006.
Chaque dose (200 mg, 400 mg, 800 mg en deux prises par jour, S0 mg en une prise en
association avec du Ritonavir) a été comparée a un placebo. Apres dix jours de traitement,
I’efficacité virologique a été maximale pour la dose de 50 mg en association avec le Ritonavir

et celle de 800 mg prises deux fois par jour. Peu d’effets indésirables ont été observés

© 2009 Tous droits réservés. 45 http://doc.univ-lille1.fr




© 2009 Tous droits réservés.

These de Clémence Queffelec, Lille 1, 2007

Le VIH, I’intégrase et ses inhibiteurs
(diarrhées, nausées, céphalées) dans cet essai de courte durée. La aussi, les résultats laissent

présager une forte et rapide activité antivirale avec une bonne tolérance.

HO ’ Me

MeO N

Cl

JTK-303 48

La firme Merck a commencé des essais cliniques avec une molécule issue des
hydroxypyrimidinones carboxamides, le MK-0518 49. Cette molécule présente une bonne

activité contre le ST (Clsp = 2-7 nM).

Le MK-0518 a déja fait I’objet de plusieurs études cliniques. Dans un essai portant sur
160 personnes non infectées par le VIH, il a été montré qu’il provoquait I’apparition d’effets
indésirables bénins (toux, diarrhées, nausées) qui disparaissaient spontanément, ce qui laisse
supposer qu’il est bien toléré. Un essai de monothérapie d’une durée de dix jours portant sur
35 personnes vivant avec le VIH a conduit a une réduction de 98% de la charge virale a toutes
les doses testées. Afin de mieux comprendre 1’efficacité et la tolérance de MK-0518 sur
I’infection VIH, la firme Merck a mis en place un essai clinique de phase III en début d’année
2006 sur un nombre plus important de personnes vivant avec le VIH-1.

Le MK-0518 a été testé aussi en combinaison avec un grand nombre d’autres
antiviraux appartenant a toutes les classes (NRTI, NNRTI, PI) et il est apparu que cette
molécule a une activité antivirale additive voire synergique avec ces différents composés. Le

MK-0518 a donc le potentiel pour devenir le premier médicament inhibiteur de 1’intégrase.
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MK-0518 49

c. Les polyphénols

Un grand nombre d’inhibiteurs de I'IN du VIH-1 fait partie de cette classe de
molécules. On peut les classer suivant leur structure (molécule contenant une partie catéchol
ou (poly)phénol) ou leur origine (naturelle ou synthétique). Un grand nombre de composés
aromatiques polyhydroxylés se sont révélés hautement cytotoxiques mais d’autres sont
fréquemment consommés et dépourvus de cytotoxicité. En se basant sur des considérations
structurelles, on peut facilement déduire que les catéchols peuvent agir en tant que chélateurs
de métaux, €tre engagés dans des réactions d’oxydoréduction ou s’intercaler dans I’ADN
(quand le nombre de cycles aromatiques accolés est suffisant). C’est pourquoi il est difficile
dans la recherche des mécanismes d’inhibition mis en jeu par ce type de composés de faire la
distinction entre une chélation de Mg®" au niveau du site actif, une réaction d’oxydoréduction

ou une interaction avec 1’ADN hoéte ou viral.

¢ Les polyphénols naturels

Les polyphénols naturels sans motif « acide caféique » :

Une des premicres familles de polyphénols naturels a avoir été étudiée dans la lutte
contre ’intégrase est la famille des flavonoides,'®' probablement a cause du large éventail
d’effets biochimiques attribués a ces produits'®* mais également parce qu’un grand nombre de
ces composés est facilement accessible. La comparaison entre la structure et 1’activité des
flavonoides permet de constater que :

- Tactivité requiert la présence d’au moins trois groupements hydroxyles
adjacents,
- la présence d’un groupement hydroxyle en position 3 n’est pas essentielle

pour I’inhibition de I’intégrase,
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- I’absence de double liaison entre C2 et C3 conduit a des composés inactifs
(taxifoline/quercetine),

- Tactivité est réduite ou annihilée par la présence de groupements glycosyle

ou méthoxyle.

La quercétagétine 50 inhibe aussi bien les réactions de 3°-P (Clsp = 0,8 uM) et de ST
(Clsp = 0,1 uM) que la réaction de désintégration (Clsp = 0,8 uM en présence de Mg2+, Clso =

0,4 uM en présence de Mn*").'!

La quasi-planéité, ’aromaticité et la polarité des flavonoides
peuvent permettre a ces composés des interactions de type empilement avec 1’adénine ou la
guanine. Cette interaction avec des bases de I’ADN au niveau du site actif peut éEtre
responsable de ’effet inhibiteur de ces composés. Cependant, les flavonoides sont surtout
connus pour étre impliqués dans des réactions d’oxydoréduction et de chélation de métaux.
S’il y a participation d’une réaction d’oxydoréduction dans les mécanismes d’inhibition de
ces composés, celle-ci est alors locale et protégée a 'intérieur du micro-environnement de
I’intégrase. Par contre, I’intervention d’un phénoméne de chélation dans le mécanisme
d’inhibition est largement suggérée par la différence d’activité suivant que ’on utilise Mn?*
ou Mg*" (flavonoide plus efficace avec le premier de ces cations). La chélation d’un métal de

transition par les flavonoides a largement été étudice.'®

Il y a trois sites possibles pour
complexer un métal de transition au sein d’un flavonoide contenant des groupements
hydroxyle en C3, C5 et C3’ et C5’. Le groupement OH-3 est normalement le premier site de
complexation occupé suivi par OH-5 et la fonction catéchol. Cependant, aucune corrélation
claire entre la présence d’un groupement hydroxyle en position 3 et I’inhibition de 1’intégrase

n’a pu étre établie.

Les thalassiolines sont des flavones solubles dans I’eau, isolés a partir d’algues,
thalassia testudinum, provenant de la mer des caraibes.'® La thalassioline A 51 inhibe
I’intégrase du HIV-1 recombinée in vitro (Clso = 2,1 uM pour le 3’-P et Clso = 0,4 uM pour le
ST). En plus, elle présente une activité antivirale avec une Clso de 27 uM ce qui donne un rdle
a part a la thalassioline A parmi les autres flavones. On ne sait pas si la cible antivirale est
I’intégrase tant que le traitement a long terme des cellules avec la thalassioline A n’a pas
conduit a un virus résistant. La partie glycosulfonate semble avoir un réle clé dans 1’inhibition
de l’intégrase mais aucun travail de fond (relation structure-activité) n’a suivi cette

publication.'®®
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OH

quercétagétine 50

Les intégrastatines, hétérocycles aromatiques tétracycliques produits par des espéces
fongiques non identifiées,'® inhibent aussi I’intégrase du VIH-1. L’intégrastatine A 52 inhibe
I’intégrase recombinée et le ST avec des Clso de 0,6 uM et 1,1 uM respectivement.
L’inhibition par I’ intégrastatine B 53 est deux fois plus faible. Le compos¢ le plus actif est la
laurolistine 54, isolée de racines Lidera chunii Merr..'®> Ce sesquiterpéne inhibe le ST sur

intégrase recombinée avec une valeur de Clsode 7 uM.

4 N
OH Me OH
HO 0 OMe
0
MeO
[e) Me CH,OH
kintégrastatine A 52
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HO
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Les polyphénols naturels avec motif « acide caféique » :

L’acide caféique et ses dérivés sont trés couramment trouvés dans les fruits, les

légumes, le vin, I’huile d’olive, les thés, les grains de café et le propolis d’abeille.

s ™\
(0]
0
HO
\ OH / OH
HO . .
acide caféique 55 OH
\ acide chlorogénique 56

L’acide caféique 55 et I’acide chlorogénique (acide S-caffeoyl quinique) 56 ne
présentent pratiquement pas d’activité anti-HIV. Cependant une étude récente'® a révélé une
activité de I’acide caféique vis-a-vis de I’intégrase (Clso = 2,8 pM en présence de Mn®").
L’ester phényléthylique, i.e CAPE (caffeic acid phenylethyl ester) 57, un produit issu des
abeilles est actif vis-a-vis de I’intégrase du VIH-1. Le CAPE est dix fois plus efficace dans
I’inhibition du ST (Clsy = 19 uM) que dans celle du 3°-P (Clsp = 220 puM).'” La
préincubation du CAPE avec I’intégrase augmente grandement ’inhibition du 3’-P mais elle
affecte peu celle du ST. L’importance de la nature du cation métallique utilisé est également
mise en avant lors de tests sur I’étape de désintégration (Clso = 65 pM avec Mn®" et 155 uM

2+ 161
avec Mg*").'

D’autres composés possédant deux motifs caféiques, 1’acide 1-méthoxyoxalyl-
3,5-dicaffeoylquinique 58 et I’acide 3,5-dicafeoylquinique 59 inhibent également les réactions
de 3°-P, de ST et de désintégration.'® Le composé, extrait des feuilles de laitue, présentant
trois motifs caféiques, I’acide 3,4,5-tricaffeoylquinique 60, inhibe les réactions de 3’-P, de ST

et de désintégration et présente une activité sur cellules MT-2.'%

HO

X o

HO CAPE 57

© 2009 Tous droits réservés. 50 http://doc.univ-lille1.fr




These de Clémence Queffelec, Lille 1, 2007

Le VIH, I’intégrase et ses inhibiteurs

s N

HO o\\\\\“"

/ OH

HO OH

58 : R = COCOOMe, R' = H, acide 1-méthoxyoxalyl-3,5-dicaffeoylguinique
59: R =H, R' = H, acide 3,5-dicafeoylquinique
60 : R =H, R' = caffeoyl, acide 3,4,5-tricaffeoylquinique

L’acide D-chicorique (D-CA),"” I'un des constituants phénoliques majeurs isolés des
endives,171 est une excellente molécule leader contre I’intégrase. Son énantiomere, ’acide L-
chicorique (L-CA) 61, constituant majeur isolé des racines et des parties aériennes
d’Echinacea purpurea, inhibe aussi bien le 3’-P (Clso = 147 nM), le transfert de brins (Clso =
126 nM), la désintégration (Clso = 316 nM) que la croissance de cellules de type MT-2 (DEsg
=4,2 uM (« Dose Efficace 50 ») et DLso = 700 uM (« Dose Létale 50 »)). 168

HOOC, COOH

HO OH

OH OH
acide L-chicorique 61

En le testant contre d’autres cibles virales potentielles, il a été démontré que le L-CA
agissait moins efficacement sur celles-ci que sur I’intégrase et ce composé semblait donc étre
un inhibiteur sélectif de cette enzyme.'’* Il a été également prouvé qu’il agit directement sur

' Draprés King et al.,'’* I’apparition d’une forme

le domaine catalytique de 1’enzyme.
mutante d’intégrase résultant de la substitution de I’acide aminé de la position 140 (sérine a la

place d’une glycine : G140S) a une souche de VIH-1 sensible au L-CA suffit a rendre le virus
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résistant a ce composé. Cette simple constatation tend a confirmer la sélectivité du L-CA et la
localisation de son action au niveau du domaine catalytique de I’enzyme.

Par contre, Pluymers et al. ont démontré que le L-CA doit en réalité son activité anti-
VIH en culture cellulaire a une interaction avec la protéine de surface gp120 de 1’enveloppe
virale.'” Aprés plusieurs passages du virus en présence de L-CA, on constate en effet des
mutations au niveau des boucles V2, V3 et V4 de gpl20 alors qu’aucune mutation n’est
détectée sur ’intégrase. De plus, en compléte contradiction avec les affirmations de King et
al.,'”* I’intégrase portant la mutation G140S apparait comme étant aussi sensible a ’effet du
L-CA que l’intégrase d’origine virale. Des expériences de temps d’addition corroborent
I’existence d’une interaction du L-CA lors de I’étape d’adsorption du virus. Ces résultats
remettent donc en cause la corrélation entre I’activité anti-VIH du L-CA et I’inhibition de

I’intégrase.

L’acide rosmarinique 62, ester de [D’acide caféique et de [D’acide 3.4-
dihydrophényllactique, communément trouvé dans des plantes de la famille des
Boraginaceae,'’® inhibe le 3°-P (Clso = 9 uM) et le ST (Clso = 4 uM) en présence de Mn?*".'"
A partir d’un screening, des extraits aqueux et éthanoliques de cinquante plantes Thai ont été
testés comme inhibiteur d’intégrase.'”® L’acide rosmarinique, son ester méthylique et ses sels
de calcium et de magnésium ont été isolés a partir d’extraits éthanoliques de Coleus
parvifolius Benth.. Les rosmarinates de calcium et de magnésium se sont révélés cinq fois
plus actifs que 1’acide rosmarinique contre 1’intégrase (Clsp = 0,8-1 uM vs 5 uM). Les mémes
sels, isolés d’extraits aqueux de Cordia spinescens sont de bons inhibiteurs de transcriptase

179

inverse avec des Clsode 5,8 et 3,1 uM respectivement '~ mais sont inactifs contre la protéase.

OH
o} COOH

HO

acide rosmarinigue 62

HO

Les acides lithospermique 63 et lithospermique B 64 (dimére de ’acide rosmarinique),
isolés de Salvia miltiorrhiza (Danshen), sont actifs sur les réactions de 3°-P et de ST a des
concentrations submicromolaires et sur I’infection de cellules H9 par le VIH-1 (Clso = 2,0-6,9

uM)."®® Le lithospermate de magnésium, isolé d’extraits éthanoliques de Coleus parvifolius
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Benth. ou d’extraits aqueux de Cordia spinescens, est deux fois plus actif que 1’acide

lithospermique

transcriptase inverse.

179

contre I’intégrase'”™ et présente une activité submicromolaire contre la

L’acide lithospermique est un inhibiteur prometteur du VIH-1 en

raison de son grand potentiel multicible et son absence de cytotoxicité.

HO

OH

ﬂN&

HO

acide lithospermique 63

OH
COOH

O OH

HO OH

(6} COOH

HO

OH

OH OH

COOH

O OH

acide lithospermique B 64

Dans la famille des lignanes, I’a-conidentrol 65 et le B-conidentrol inhibent les

réactions catalysées par I’intégrase a des concentrations submicromolaires et ils possédent un

haut degré de sélectivité.'®! Cependant, ils ne présentent pas d’activité antivirale, ni de

cytotoxicité sur cellules MT-4, jusqu’a des concentrations de 100 pM. Le B-conidentrol s’est

r roor1r e - r ;182
¢galement révélé inactif sur des complexes préassemblés.
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OH OH
a-conidentrol 65

De nombreuses molécules aromatiques polycycliques polyhydroxylées agissent
comme des inhibiteurs d’intégrase purifiée. Parmi elles, plusieurs anthraquinones, tels que la
quinalizarine 66, la purpurine 67 ou encore d’autres dérivés aromatiques comme 1’hypéricine
68, sont actifs a la fois sur intégrase purifiée et sur complexes de préintégration (PICs).'*>'#
Les anthraquinones polyphénoliques peuvent se lier a I’intégrase en I’absence d’ADN, ce qui
tend a prouver que cette liaison a I’intégrase fait au moins partie des mécanismes d’inhibition
de ce type de composés. Cependant, le fait que la quinalizarine et ses analogues soient actifs
sur PICs implique que le blocage de I’interaction IN-ADN n’est pas le seul mécanisme
d’inhibition. D’autres expériences mettent en avant le role vraisemblable d’une liaison avec le
métal du site actif. Cela appuie I’hypotheése selon laquelle la quinalizarine et ses dérivés
pourraient former un complexe ternaire avec 1’intégrase et un ion métallique. La quinalizarine

démontre également une activité contre le VIH-1 in vivo, mais est cytotoxique a des

. . , . . . e e . 1
concentrations proches des niveaux nécessaires a I’inhibition virale.'®

OH

OH

OH

OH

quinalizarine 66

purpurine 67 0 OH

\\

OH
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hypéricine 68

¢ Les polyphénols synthétiques

Les dérivés du CAPE :

Apres avoir identifié le CAPE 57 comme étant un inhibiteur d’intégrase (Clso = 220
uM pour le 3°-P et 19 uM pour le ST),'® une étude a cherché a établir les relations structure-

187 - . . "
Une série d’esters de 1’acide caféique a alors été

activité sur ce type de molécule.
synthétisée avec des molécules plus rigides (rotationnellement contraintes) ou des dérivés de
type amide. En accord avec les précédentes études de relations structure-activité, deux
groupements hydroxyles sont requis en position ortho sur un cycle aromatique pour obtenir
une bonne inhibition de I’intégrase et un troisieme groupement hydroxyle adjacent augmente
I’activité. Chez les analogues de conformation contrainte, on a pu constater que les 7,8-
dihydroxynaphtaléne-2-carboxyliques  sont  plus actifs que les acides 6,7-
dihydroxynaphtaléne-2-carboxyliques. On a d’ailleurs remarquer le méme comportement avec
une série d’analogues de I’isoquinoline. Finalement, les dérivés du CAPE de type amide

portant deux motifs catéchols se sont révélés aussi actifs que le CAPE, ce qui a conduit au

développement d’une série de bis-arylamides.'**

Pour leur part, les ligands d’affinité irréversible ont prouvé leur efficacité¢ dans 1’étude
d’un grand nombre de systémes d’enzyme et de protéine. Lors d’une premicre approche dans
la recherche de structures dirigées contre 1’intégrase, une série d’esters arylisothiocyanates
d’acide caféique a été synthétisée.'® Le choix de la fonction isothiocyanate est 1ié & sa

réactivité potentielle vis-a-vis des thiols et des amides, le but étant de sonder la présence de
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ces fonctions nucléophiles a proximité de la zone ou le CAPE se lie a I’enzyme. Ces esters
arylthiocyanates d’acide caféique sont aussi actifs que le CAPE pour chacune des réactions
catalysées par I’intégrase (Clso = 1-4 uM pour le 3°-P et le ST). Introduire un groupement
isothiocyanate sur diverses positions du cycle aromatique dans la partie phényléthyle de la
molécule n’affecte guere son activité, ce qui démontre une certaine insensibilité a cette

fonction de la région a laquelle se lie I’inhibiteur.

Les dérivés renfermant deux motifs caféoyle :

Suite a la découverte de I’activit¢ des acides dicaféoylquiniques naturels contre
Iintégrase,'® par exemple 1’acide 3,5-dicaféoylquinique 59 (Clso = 0,64 pM pour le 3°-P et
0,63 uM pour le ST), des nouveaux caféoyl glucosides,'” dicaféoyl ou digalloyl pyrrolidines

1

SO 1 ror e r ’ . oy o . ,
et dérivés du furane™' ont été synthétisés et testés comme inhibiteurs de 1’intégrase sans

amélioration significative de 'activité.

Etant donné les excellents résultats obtenus avec I’acide L-chicorique (L-CA) 61 lors
d’essais sur I’inhibition de ’intégrase, des études complémentaires sur les relations structure-
activité dans le cas d’analogues du L-CA ont été simultanément publiées.'’”'** Dans 1’une
d’elles, la toxicité cellulaire et 1’activité anti-VIH d’une premiére série de dérivés du L-CA

192 . s .
Leur action sur I’intégrase a aussi

ont été évaluées sur cultures cellulaires (cellules MT-2).
été évaluée lors d’essais de désintégration. Dans 1’autre étude, une autre série d’analogues a
6té évaluée.'”’ L’inhibition des étapes de 3°-P et de ST, la toxicité cellulaire ainsi que
I’activité anti-VIH sur des cellules CEM et des cellules MT-4 ont ainsi été mesurées. De ces

deux études, les relations structure-activité suivantes peuvent étre établies :

- les deux groupes carboxyliques libres sont nécessaires pour obtenir une
activité maximale,

- La stéréochimie de 1’acide chicorique n’a pas d’effet significatif sur
Iactivité,

- Alors que les groupes cafeoyle sont nécessaires, le blocage de la fonction
catéchol lors de la conversion en acétate, n’entraine qu’une diminution de
I’activité¢ d’un facteur dix, probablement a cause d’un clivage partiel de ces
fonctions acétate lors des essais sur I’enzyme,

- Les groupements cafeoyle peuvent étre liés au noyau diacide de la molécule

par I’intermédiaire d’une fonction ester ou amide.
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Cependant, la toxicité du L-CA est sujette a controverse, le L-CA et ses analogues se
révélant toxiques sur cellules CEM-SS. Des études plus poussées ont montré que 1’activité
antivirale est extrémement dépendante de la multiplicité de I’infection ainsi que de 1’ordre
d’addition du composé. Heureusement, le L-CA et quelques uns de ses dérivés se sont révélés
actifs sur cellules MT-4 (Clso = 1,7-5,3 uM) a des concentrations plus faibles que celles
induisant une cytotoxicité (40-60 uM). Les indices de sélectivité obtenus, de I’ordre de dix,

sont tout de méme trés différents de ceux reportés par Robinson et al..'”

Une seconde série d’études sur les relations structure-activité pour ce type de
composés a conduit a I’identification de nouvelles molécules structurellement dérivées qui
inhibent a la fois I’intégrase et la réplication virale.'”® Le dimére de 1’acide caféique 69 est
aussi actif que le L-CA et le stéréoisomere D,L de sa forme tétrahydro 70 est plus actif contre
la réplication du VIH. Cependant, ces composés sont quatre a cinq fois plus toxiques que le L-

CA, ce qui peut vraisemblablement étre attribué a leur capacité a former des especes

biradicalaires.
s - ~
HOOC COOH HoocC COOH
HO / \ OH OH
HO OH on
dimére de I'acide caféique 69 dimére de I'acide caféigue tétrahydro 70
A

Des prédictions de modélisation moléculaire'™ basée sur la structure cristalline d’un
complexe IN-5-CITEP ' suggérent que le L-CA se loge dans une poche de liaison et remplit
entierement la partie superficielle du domaine catalytique de 1’intégrase. Dans ce mod¢le, le
L-CA interagit avec K156 et K159 ainsi qu’avec C65, T66 et H67. Mais les contacts les plus
favorables sont avec les E152 et Q148. Les deux groupements carboxyliques interagissent
avec les résidus K156, K159 et H67. Un de ces cycles catéchols montre d’importants contacts
avec E152 et forme des liaisons hydrogénes avec Q148 alors que le second interagit
faiblement avec E92. De maniére a présenter le maximum d’interactions, le L-CA doit

adopter une forme pliée dans laquelle les deux cycles aromatiques forment un angle d’environ

90°.
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En 2006, une série d’analogues de I’acide chicorique ont été synthétisés et testés pour

leurs propriétés anti-intégrase.'”® Les analogues possédant une chaine aryle 3,4,5-
trihydroxycinnamoyle sont ceux qui ont une ’activité la plus forte sur la réplication du VIH
sur la réaction de 3’-P. Les dérivés substitués par un groupement galloyle révélent une tres
forte activité in vitro et in vivo, souvent plus élevée que celle présentée par 1’acide chicorique.
En contrepartie, les analogues avec un groupement cafeoyle présentent une modeste
activité et les composés substitués par un groupement 3,4-dihydroxybenzoyle sont dénués

d’activité.

Les bis-catéchols géométriquement contraints :

La famille des 3,3,3°,3’-tétraméthyl-1,1’-spirobis(indan)-5,5’,6,6’-tétrol  est
caractérisée par la présence de deux unités aryles, dont I'une contient le motif catéchol,
séparées par un segment de liaison approprié.'®’ Ces dérivés ont été synthétisés en modifiant
le groupe attaché au cycle aromatique dans ’espoir d’avoir des composés plus puissants et
moins toxiques.

Il a été prouvé que le motif catéchol n’est pas nécessaire pour I’inhibition de
I’intégrase.”” Le composé parent 71 présente une bonne activité sur intégrase mais
uniquement en présence de manganese (Clso = 17 uM pour le 3°-P et 5 uM pour le ST en
présence de manganése et >200 pour le ST en présence de magnésium), le dérivé 72 n’inhibe
I’intégrase in vitro qu’en présence de magnésium (Clsy >200 uM pour le 3’-P et >200 uM
pour le ST en présence de manganeése et = 69 uM pour le ST en présence de magnésium) et le
composé qui présente la meilleure activité est le composé 73 (Clsp = 1,4 uM pour le 3°-P et =
0,35 uM pour le ST en présence de manganese et = 4 uM pour le ST en présence de
magnésium). Ces composés présentent des inhibitions différentes sur intégrase en présence de

manganése ou de magnésium mais les interactions spécifiques au métal sont inconnues.
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"K'05S0 \1 \ 0S05K*
*K'03S0 \ k 0SO5z K"

Br 73 Br

Les époxydibenzocycloocténes présentent eux aussi une structure pliée avec des cycles
aromatiques quasi-perpendiculaires. Testé en tant qu’inhibiteurs de I’intégrase, le
tétrahydrotétrahydroxyépoxydibenzocycloocténe 74 s’est révélé actif sur intégrase in vitro
(Clso = 1,3 uM), a une activité modérée sur la réplication (Clso = 98 uM) et ne présente pas de

toxicité cellulaire.

e N
HO OH
HO OH
tétrahydrotétrahydroxyépoxydibenzocycloocténe 74
\
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INTRODUCTION

Déja connue a 1’époque des pharaons, la sauge (Salvia officinalis, Europe et Salvia
miltiorrhiza, Asie) a traversé les siécles et les continents aussi bien comme aliment que
comme médicament. Ses propriétés souveraines pour favoriser la digestion et traiter les
infections des muqueuses étaient déja connues des Grecs de 1’Antiquité. Ce méme usage
médicinal fait aussi partie de la médecine ayurvédique (Inde) et de la médecine traditionnelle
chinoise. Pline I’Ancien (antiquité grecque) rapportait qu’elle pouvait améliorer la mémoire.
A I’époque des grandes épidémies de peste en Europe, elle était 1’'un des composants du
célebre « vinaigre des quatre voleurs » réputé protéger contre la peste. Elle est, encore de nos
jours, souvent associée a d’autres plantes pour la préparation de décoctions ou d’infusions, de

sirops ou de pommades.

Plusieurs acides phénoliques solubles dans 1’eau ont été isolés a partir de la sauge et
un grand nombre d’entre eux présentent le squelette de 1’acide caféique, classés en dimeres,
trimeres, tétrameres et oligomeéres tels que les acides salvianoliques, lithospermiques et
yunnanéiques.’ La fonction carboxylique du squelette de ’acide caféique peut étre reliée a
une unité acide 3,4-dihydroxyphényllactique par I’atome d’oxygéne alcoolique, I’exemple le

plus simple étant I’acide rosmarinique (figure 18).

Figure 14: Salvia Officinalis
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Figure 15: Salvia miltiorrhiza

Les propriétés biologiques de I’acide salvianolique A® ont été particuliérement
étudiées; celui-ci présente des activités antitumorale et antiinflammatoire, une inhibition de I’
H',K"-ATPase gastrique et des propriétés antioxydantes.” D’aprés diverses études, la sauge a
été définie comme ’espéce possédant le pouvoir naturel oxydant le plus fort.* Ses effets
antioxydants ont été attribués aux principaux composés phénoliques, I’acide rosmarinique (un

dimére de I’acide caféique) et I’acide carnosique.®’”*

86
© 2009 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



These de Clémence Queffelec, Lille 1, 2007

Chapitre 2 : Synthese de quelques polyphénols d’origine naturelle

Il a été récemment rapporté que des dérivés d’acide caféique naturels présentaient des
activités anti-VIH.’ Les acides rosmariniques et lithospermiques peuvent servir de composés
N . . 10

« pionniers » pour le développement de nouveaux agents anti-VIH de source naturelle.

Depuis plusieurs années, notre laboratoire est impliqué dans la synthése de polyphénols

13,14,15,16

naturels (extraits d’éponges,'’ d’algues'? ou de sauges ) et le design de nouveaux

inhibiteurs d’intégrase du VIH-1.">!718:1

CO,X

OH

HO. A HO._ _
‘ =

| b

CO,X HO ‘/

OH

Acide rosmarinique

Ri=XetR,=H Acide lithospermique
R;=R,=X Acide lithospermique B
R;=R,=H Acide przewalskinique

Acide salvianolique A

CO,X

OH
COZHKY
CO,X N |

OH

OH
Acide salvianolique E  Acide salvianolique D

Figure 16 : exemples d’acides salvianoliques

Nous nous sommes tout d’abord intéressés aux synthéses totales de la partie acide des

acides salvianoliques D et E*° qui seront développées dans la premiére partie de ce chapitre.

OH

COOH OH

. Lo
COCH =
COOH
OH =
OH COCH
Partie acide de I'acide salvianolique D (26) Partie acide de I'acide salvianolique E (33)

Figure 17 : Les molécules cibles du sous chapitre A
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Ces composés sont extraits des racines de sauge chinoise, la Salvia miltiorrhiza, tres
connue en médecine traditionnelle chinoise pour le traitement de la bronchite, des brilures,

des maladies cardiovasculaires, rénales et hépatiques, du glaucome et des crises cardiaques.

Nous nous sommes ensuite intéressés a la synthése de molécules provenant de la sauge

Salvia officinalis.

En plus de Dl’acide salvianolique K (un trimeére de 1’acide caféique), de I’acide
sagérinique (un tétramére) et I’acide rosmarinique, Lu et al. ont aussi caractérisé trois trimeres
de I’acide caféique, I’acide mélitrique A, le mélitrate de méthyle A et la sagecoumarine.?"*
Ce dernier composé est particulierement intéressant puisqu’il est le premier oligomere de
’acide caféique possédant une structure de coumarine. Les RMN 'H et C de la
sagecoumarine montrent que c’est une 3,6,7-trihydroxycoumarine qui est liée via une liaison
¢éther sur sa position C-3 a un acide rosmarinique (figure 20). La sagecoumarine présente des

o . aohac 23
activités antioxydantes ¢élevées.

OH
H
HO “>o

OH

Sagecoumarine

COOH
o =
HO = O/E;:]/\\/ﬂ\ HO )
OH OH

41 57

Figure 18 : Structures de la sagecoumarine et des conjugués caféoyl-coumarines.

Molécules cibles du sous-chapitre B
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Nous nous sommes donc intéressés a la synthese et a I’évaluation pharmacologique de
molécules polyhydroxylées, dérivées de la sagecoumarine sous la forme de deux conjugués

caféoylcoumarines 41 et 57, la synthése étant développée dans la seconde partie.

Notre intérét pour les polyphénols naturels,)™® de 1la famille des

13,14 os .
% nous a conduit a nous intéresser

décarboxynéolignanes tels que ’acide salvianolique F
aux acides tournefoliques A et B qui sont isolés de Tournefortia sarmentosa (Boriginaceae)

tandis que les acides salvianoliques F et C sont isolés d’une variété de sauge (Lamiaceae).

HO =
ok
HO

OH

Acide salvianolique F

COOX
HO = — OH
A Y
=
HO™ o\ _ X = OH
HO

Acide isosalvianolique C

Figure 19 : exemple d’acides salvianoliques

Tournefortia sarmentosa est utilisé a Taiwan comme agent de désintoxication, comme
agent anti-inflammatoire et pour I’amélioration de la circulation sanguine. Lin et al.** ont
décrit en 1999 I’isolation de cinq nouveaux composés phénoliques provenant des extraits
organiques de cette plante. Les extraits éthanoliques aqueux inhibent la peroxydation
lipidique des lipoprotéines de basse densité (LDL) induite par les ions Cu®". Poursuivant leurs
travaux sur les composés phénoliques aux propriétés antioxydantes,” ils se sont intéressés

aux fractions hydrosolubles de Tournefortia sarmentosa. Ils ont isolé et élucidé la structure de
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trois nouveaux composés de la famille des oligomeres de I’acide caféique tels que le
tournefolal 72, ’acide tournefolique A 74 et 1’acide tournefolique B 79 ainsi que des
polyphénols tels que D’acide salvianolique A, 1’acide isosalvianolique C, 1’acide
lithospermique (constituant principal), 1’acide salvianolique F et I’acide rosmarinique

provenant des tiges de la plante.

233, Towrnefortia sarmerntosa Lam » B S Y Lu

Figure 20 : Tournefortia sarmentosa

La synthése de diméres décarboxylés d’acide caféique tels que 1’acide tournefolique
A (la partie caféique acide de 1’acide salvianolique C) et I’acide tournefolique B (la partie

caféique acide de I’acide isosalvianolique C) sera développée dans la troisieme partie de ce

chapitre.
COOCH
COOH p

CHO =

(e C-Cre (L
(0} 0 (@}

OH o OH Ol or OH

Tournefolal (72) Acide tournefolique A (74) Acide tournefolique B (79)

Figure 21 : Les molécules cibles du sous-chapitre C
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En 1969, un nouveau polyphénol, I’acide fukinolique, a été isolé des Petasites
Japonicus par Sakamura et al..’* Son hydrolyse alcaline a donné I’acide caféique et un
nouveau polyphénol, appelé acide fukiique. Matsumoto et al.>’ ont proposé la structure de

I’acide fukiique et Yoshihara et al.***

ont déterminé la stéréochimie de cet acide qui est la
méme que celle de I’acide piscidique (figure 25). Il s’agit de 1’acide (2S,3R)-2,3-dihydroxy-4-
(3,4-dihydroxyphényl)-3-carboxybutyrique. D’autres esters d’acides hydroxycinnamiques,
comme les acides cimicifugiques, les acides fukinoliques ont aussi été isolés des especes

Cimicifuga.™

L’actée a grappes (en anglais black cohosh, Cimicifuga racemosa), provient de la
famille des renonculacées. Cette plante est originaire des sous-bois ombragés du sud-est
canadien et du nord est des Etats-Unis et peut atteindre jusqu’a 2,5 métres de hauteur. Les

parties utilisées sont la racine et les rhizomes.

Figure 22 : Actée a grappes

Les extraits sont utilisés depuis quelques années par de nombreuses femmes comme
alternative naturelle a la thérapie hormonale de substitution (Hormone Replacement Therapy :
HRT) lors de troubles de la ménopause. En présence d’un cancer du sein, I’HRT est contre-
indiquée, car des études ont montré que la prolifération de cellules cancéreuses du sein isolées
était augmentée par ’action hormonale des oestrogenes. Comme des études similaires avec
les extraits de Cimicifuga manquaient encore, les autorités ont aussitot considéré les
préparations a base de Cimicifuga comme contre-indiquées chez les patientes atteintes de
cancer du sein. De ce fait, une précaution d’emploi a été incluse dans I’information aux

patients de ces préparations.
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Un groupe de recherche international a examiné ’effet de Cimicifuga racemosa sur
des cellules cancéreuses du sein. Leur étude, récemment publiée,’’ démontre que des extraits
de Cimicifuga racemosa possedent un effet inhibiteur sur la prolifération des cellules
cancéreuses du sein MCF-7 et MDA-MB231 et favorisent également leur mort programmeée
(apoptose). Dans le méme temps, un groupe américain® a confirmé ces résultats. Parmi les
différents composés des extraits figurent les glycosides triterpénes responsables de
I’augmentation de P’activité inhibitrice et spécifiquement 1’actéine. L’actéine a aussi révélé
une activité anti-VIH.*® Les autres constituants sont des esters phénoliques qui n’ont pas

d’effet sur la prolifération des cellules MCF-7.>*

Les similarités structurales avec un inhibiteur connu de I’intégrase du VIH-1,* I’acide
chicorique, nous ont conduit a synthétiser le mélange racémique de ’acide fukiique 85 et a
évaluer ses propriétés antivirales. L’acide fukiique posséde une partie acide tartrique
substituée par un groupement 3,4-dihydroxybenzyle (comme I’acide L-chicorique). L’acide
tartrique et le catéchol sont connus pour lier efficacement I’ion magnésium,* ce qui laisse
suggérer que 1’acide fukiique pourrait agir comme inhibiteur de I’intégrase du VIH-1 par une
interaction avec l’ion magnésium (ou les ions magnésium) présent dans le site actif de

I’enzyme.

COzH COOH
HOZC OH

HOOC

Acide piscidique : Ry =OH, R, = H

Acide fukiique (85) : Ry = OH, R, = OH acide L-chicorique

Figure 23 : Les acides piscidiques, L-chicorique et fukiique (acide fukiique :molécule

cible du sous-chapitre D)
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A. Les acides salvianoliques D et E

La synthese des parties acides des acides salvianoliques D et E méthylées a déja été

37,38,39

décrite. Elle passe par la construction d’un précurseur 7 (figure 26) commun a la

synthése des deux parties acides des acides salvianoliques D et E.

1. Synthese de la partie acide de I’acide salvianolique D (26)

Nous avons essay¢ de reproduire cette synthése en ayant pour but de déprotéger les

fonctions hydroxyles par action de tribromure de bore en dernicre étape.

cHo CHO CHO OH
K,COs3/ Acétone ‘ ‘\ DMA = MeOH_
Reflux NaBH
OH BI’/\/ @O/\/ 0000 OH 20 4
OMe 99% OMe ° ’ OMe
1
Ac,0 AcOH / H,0 COOH KOH K,CO3 / acétone
Pyridine AcC KMnO4/ 5°C MeOH Me,SO,
86% £20% 86%
OH
00 r CHO
| X NaHCO3 COOMe DMSO /(CO),Cl, COOMe
~“~oMe MeOH OMe CH,Cl, / -78 °C OMe
OMe OMe OMe
8 9 10

Schéma 1: Synthése de la molécule 10, décrite par Ai et al.”’*®

La 2-allylisovanilline 3 est facilement obtenue en deux étapes a partir de 1’isovanilline
1 avec un rendement global de 89%.

La premiére étape consiste a allyler I’isovanilline en présence de carbonate de
potassium. Apres 2 h de reflux dans ’acétone anhydre, le 3-allyloxy-4-méthoxybenzaldéhyde
2 est obtenu de maniére quantitative. Une réaction de Claisen (i.e. un réarrangement

sigmatropique [3,3]) est ensuite nécessaire pour obtenir 3. Elle s’effectue dans le
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diméthylacétamide a 180 °C et permet d’obtenir avec un rendement de 90% la 2-
allylisovanilline.

L’aldéhyde 3 est ensuite réduit en alcool benzylique 4 par action de borohydrure de
sodium avec 90% de rendement. Les fonctions alcools sont ensuite protégées par acétylation
(86%) et le groupement allyle de 5 est oxydé en acide carboxylique dans les conditions
oxydantes de Lemieux-Rudolff pour conduire & 6. Cette étape nous a posé¢ beaucoup de
difficultés. Finalement nous avons obtenu 6 avec 52% de rendement. Tous nos efforts pour
atteindre le rendement décrit par Ai et al.>”>® ont été vains. Une hydrolyse & 1’aide de potasse
dans le méthanol nous fournit la lactone 7, I’intermédiaire clé commun avec un rendement de
86%. Nous n’avons ensuite jamais réussi a protéger la fonction phénol sous forme de
méthoxy (7—8, schéma 1) alors que Ai et al. annongaient 20% de rendement. Nous avons
alors essay¢ d’ouvrir directement la lactone mais nous n’avons obtenu que des produits de

dégradation.

Pendant tous ces essais, un article est paru traitant notamment de la synthése de 10.%

OMe OMe OMe
MeO CHO MeO o~ MeO
S KCN
\@/ NaBH,4 U OH socl, \©/\C|
MeOH = Pyridine EtOH / H,0
11 99% 12 95% 13 99%
OMe OMe OMe
veo. - CN NaoH2n V€O | COOH MeO COOMe
EtOH MeOH
14 15 16
90% 97%
OMe OMe
MeO MeO
Cl,CHOCH; COOMe @Acoom
SnCI4 / CH2C|2 CHO ‘
75% 10 17 cpo 5%

Schéma 2: Synthése de I’intermédiaire 10 proposé par Detterbeck et al.*’

La synthése décrite pour accéder a I’intermédiaire clé 10 a partir du 2,3-
diméthoxybenzaldéhyde 11 est assez simple a mettre en ceuvre. La fonction aldéhyde est
réduite en alcool a I’aide de borohydrure de sodium. La fonction alcool est ensuite substituée
par un chlore qui permet d’accéder facilement au nitrile. Celui-ci est hydrolysé en acide

carboxylique puis converti en ester. Pour introduire la fonction aldéhyde en ortho de 1’ester
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méthylique, 1’utilisation de dichlorométhyl méthyl éther en présence de tétrachlorure d’étain
est nécessaire. L’introduction de la fonction aldéhyde n’est pas faite sélectivement en ortho de
I’ester méthylique et un mélange de régioisomeres est obtenu. Le rendement global de cette
synthése annoncé par les auteurs est de 61%. Néanmoins I’'utilisation de dichlorométhyl
méthyl éther lors de la dernic¢re étape nous paraissait délicate a mettre en ceuvre en raison de
sa toxicité et induit la séparation d’isomeres.

Nous avons donc modifié ce schéma de synthése, le but étant d’introduire un brome en
début de synthése pour terminer par une formylation qui serait donc sélective et nous éviterait

d’obtenir un mélange de régioisomeéres.

OMe OMe OMe
M
MeO©/CHO NaBH, eO\©AOH Br, Meo\ij\Br KCN / Kl
MeOH CHCl Z By Acétone / H,0
11 99% 12 85% 18 99%
OMe OMe OMe
MeO MeO MeO
X NaOH 2N A COOMe
Br EtOH Br MeOH 1 Br
19 87% 20 95% -
OMe
MeO
Buli / THF (j\ﬂcoom.a
DMF CHO
10

Schéma 3: Modification de la synthése de I’intermédiaire 10, en s’inspirant des

travaux de Detterbeck et al..

La premicre étape est la méme, c’est-a-dire la réduction de la fonction carbonyle en
alcool benzylique. La deuxiéme étape est une double bromation en utilisant du brome dans le
chloroforme. Lors de cette étape, on obtient aussi les isoméres de position de 18. Ces
composés sont séparables par colonne de chromatographie et on obtient le composé 18 avec
85% de rendement. Les trois étapes suivantes sont identiques au schéma décrit par Detterbeck
et al. jusqu’a I’obtention de I’ester 21. Pour obtenir le précurseur intermédiaire 10, une
interconversion halogéne/métal est nécessaire suivie de 1’ajout de diméthylformamide sec
pour introduire le groupement carbonyle. Malheureusement, nous n’avons jamais réussi a

obtenir le composé 10.
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En nous inspirant toujours des travaux de Detterbeck et al., nous avons envisagé une

nouvelle voie de synthése qui part a nouveau de I’isovanilline 1 et qui passe par un

intermédiaire protégé sous forme d’acétal.

CHO CHO
K,CO3/ Acétone DMA
reflux
OH g 7 | o 900t
OMe reflux OMe 0
1 99% 2
MeO OMe
HC(OMe); KMnO, / NalO,
NH4C| / MeOH OMe tBuOH / Hzo / K2C03
reflux OMe 7%
86% 23
CHO
socl, COOMe
MeOH OMe
96% OMe
10

CHO CHO
Z~ Mel /| DMF 7
OH K2CO3 OMe
OMe 91% OMe
3 22
CHO
‘ N COOH
‘/ OMe
OMe
24

Schéma 4 : Synthese de I’intermédiaire clé 10

Les deux premicéres étapes sont identiques a la synthese présentée sur le schéma 1.

La fonction phénol de la 2-allylisovanilline 3 est protégée a I’aide d’iodure de méthyle

en présence de carbonate de potassium dans le diméthylacétamide avec un rendement de 91%.

Puis la fonction aldéhyde est protégée sous forme d’acétal a 1’aide d’orthoformiate de

triméthyle en présence d’une quantité catalytique de chlorure d’ammonium dans le méthanol.

Nous obtenons le 2-allyl-1-(diméthoxyméthyl)-3,4-diméthoxybenzéne 23 avec un rendement

de 86%.

L’oxydation de la fonction allyle en acide carboxylique est obtenue avec un rendement

de 77%. Les conditions de réaction sont similaires a celles présentées dans la figure 26, i.e.

I’utilisation d’un mélange de permanganate de potassium et de périodate de sodium, réactif en

exces, en présence de carbonate de potassium dans un mélange eau / tertiobutanol. Cette

réaction s’accompagne de la déprotection de la fonction aldéhyde pour conduire a 24. Une

96

© 2009 Tous droits réservés.

http://doc.univ-lille1.fr



These de Clémence Queffelec, Lille 1, 2007

Chapitre 2 : Synthese de quelques polyphénols d’origine naturelle

simple estérification par la suite nous permet d’obtenir notre intermédiaire clé 10 avec 96% de

rendement, le rendement global étant de 52%.

COOH COOH

= =
C‘:HO
| YCOOMe HOOC. _COOH COOMe 1) BBra/ CH,Cl, N coo

5z

Z>0OMe Pyridine / pipéridine OMe 2) H,0 OH
OMe reflux OMe 45% OH

10 94% 25 Partie acide de I'acide salvianolique D (26)
0

Schéma 5: synthése de la partie acide de I’acide salvianolique D

A partir de ’intermédiaire clé 10, la partie acide de I’acide salvianolique D est obtenue
assez facilement en deux étapes.

La premicre étape est une réaction de Knoevenagel. La réaction de Knoevenagel est
une réaction trés générale entre un composé a méthyléne actif et un aldéhyde ou une cétone.
Ici, nous condensons l’acide malonique sur 1’aldéhyde 10 en présence de pyridine et de
pipéridine a reflux. Nous obtenons le composé 25 avec un rendement de 94%. Sur le spectre
proton, nous retrouvons deux doublets de constante 15,6 Hz caractéristiques de la formation

la chaine a,B-insaturée de configuration E.

La déprotection du composé 25 triméthoxylé est ensuite réalisée par une addition de
tribromure de bore, suivie d’une hydrolyse. Quatre équivalents de BBr; doivent étre utilisés :
un pour chaque fonction a déprotéger et un supplémentaire pour assurer un exces qui sera
détruit par I’addition d’eau. Cette déméthylation s’effectue avec un rendement correct (45%)
et permet la déprotection simultanée des fonctions phénol et acide. Le produit final insoluble

dans ’eau et le dichlorométhane est filtré du milieu réactionnel et lavé avec de 1’eau.

Le rendement global pour la partie acide de I’acide salvianolique D est de 22%.

2. Synthése de la partie acide de I’acide salvianolique E (33)

Nous nous sommes ensuite intéressés a la synthése de 1’acide salvianolique E en

partant de I’intermédiaire 7, en nous inspirant toujours des travaux de Ai et al. (schéma 6).>"*
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ro o 0.0 R COOMe
- O X X
OH OH O OH Q
OMe OMe OMe
OCH,OCH OCH,OCH
z 27  MeO 2 3 28 MeO 2 3

28a: R= CH,OH
28b: R= CHO

Schéma 6 : Synthése du squelette de I’acide salvianolique E proposée par Ai et
aI..37’38

Par soucis de simplicité et de cohérence, nous avons modifi¢ le schéma de synthése
(schéma 7) en utilisant le 3,4-diméthoxybenzaldéhyde ou vératraldéhyde au lieu du 3-

méthoxy-4-méthoxyméthyloxybenzaldéhyde décrit par Ai et al. (schéma 6).

o o o o
[ Vératraldéhyde AN MeONa / MeOH
| _ oH pyridine / pipéridine OH Q 91%
49% OMe OMe
O';Ae 30 MeO
COOH
R  COOMe “ COOH
(COCl),/ DMSO / CH,Cl, X N
-78°C OH O OH O
OMe
OMe OH
15% OH
32 MeO 33 HO
32a: R= CHO
32b: R= CHCHCOOH

Schéma 7: Autre voie de synthése pour la partie acide de I’acide salvianolique E.
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A partir du précurseur intermédiaire commun 7, nous avons condensé¢ le
vératraldéhyde a 1’aide de pyridine et pipéridine en quantité catalytique et aprés une
séparation sur colonne de silice, le rendement en produit 30 ne dépassait pas 49%. 30 est
obtenu sous forme d’un mélange de stéréoisomeres (30E/30Z, 80/20). Non satisfaits par ce
rendement, nous avons donc mis en oeuvre d’autres réactions :
- Utilisation du 1,8-diazabicyclo[5,4,0]Jundéc-7-¢ne (DBU)*' comme base (1,5
équivalents, reflux, 4 h).

- Utilisation du méthylate de sodium comme base (1,5 équivalents, reflux, 48
h).

- Utilisation de la pipéridine seule en quantité catalytique® (quelques gouttes,
reflux, 48 h).

- Utilisation du tétrachlorure de titane (TiCly) avec la triéthylamine43 a 0°C.

- Utilisation du tétrachlorure de titane (TiCls) avec le tétrahydrofurane (THF)

et de la pyridine.**

- Réaction de « fusion »** sans utilisation de solvant a 130°C pendant 24h.

Aucune de ces réactions n’a permis d’isoler le composé 30. Nous avons donc gardé le
mode opératoire utilisant la pyridine et la pipéridine.

L’ouverture de la lactone se fait grace au méthylate de sodium et on obtient le produit
31 avec un rendement de 91%. Le réactif de Jones nous a permis une oxydation douce de
I’alcool benzylique en aldéhyde 32 mais avec des rendements trés faibles (15%). D’autres
réactions ont été testées en vue d’améliorer le rendement c’est-a-dire 1’oxydation de Swern et

I’utilisation d’oxyde de manganése mais aucune de ces réactions n’a fonctionné.

Nous avons décidé de partir de I’intermédiaire 10, obtenu d’apreés les travaux de

Detterbeck et al.*
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CHO MeO OMe
COOMe  HC(OMe); COOMe LDA/-78 °C
OMe NH,Cl / MeOH OMe Veratraldéhyde
OMe reflux OMe
10 91% 34
OMe

OMe (‘:OOMe CHO
O COOMe =N
— HCI 3N - ‘ _
OMe N\ //MeO
N\ // MeO~ O Reflux
OMe OMe
OMe

63% MeO

OMe 37

Schéma 8: Synthese de I’intermédiaire 36

La fonction aldéhyde de 10 est reprotégée sous forme d’acétal a 1’aide d’orthoformiate
de triméthyle en présence d’une quantité catalytique de chlorure d’ammonium dans le
méthanol. Nous obtenons le (6-diméthoxyméthyl-2,3-diméthoxyphényl)acétate de méthyle 34

avec un rendement de 91%.

La réaction suivante est une adaptation de la réaction de Detterbeck, i.e. la
condensation du vératraldéhyde sur 1’acétal en présence de lithium diisopropylamidure de
sodium a —78 °C. Elle consiste en I’obtention de 1’acétal intermédiaire 35 suivie de la
déprotection de la fonction aldéhyde. Dans ces conditions, nous n’avons pas obtenu 1’acétal
35 mais nous avons isolé¢ aprés chromatographie sur colonne le composé 36, avec un
rendement trés faible (15%), un acétal cyclique dont la structure a été déterminée par
spectrométrie RMN proton et carbone et confirmée par masse exacte. Une hydrolyse acide de
10 h sur ce composé nous a permis d’isoler 1’aldéhyde souhaité 37. Nous avons alors modifié
la procédure en n’isolant pas I’intermédiaire réactionnel 36 et 1’hydrolyse acide du brut
réactionnel nous conduit apres colonne a I’aldéhyde 37 avec un rendement de 63% (a partir de

34).
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COOH
COOMe CHO COOH CHO COOH —
_/ 1) BBrz/ CH,Cl, - ‘\ HOOC. _ COOH — ‘\
= =
) /Meo 2) H0 HO Pyridine / Pipéridine HO
M H
Med  ome OMe 7% Ho on @ °OH reflux vg on ©
95%
3 40 Partie acide de I'acide salvianolique E (33)
Pyridine
HOOC. __COOH
Pipéridine
reflux

90%

38 1) BBr3/ CH,Cl,
COOH

2) H,0O COOH —
99% |
| X
5
HO
(0] OH OH

H
24%
Partie acide de I'acide salvianolique E (33) rac-49

Schéma 9: Syntheése de la partie acide de I’acide salvianolique E

A partir de I’aldéhyde 37, nous avons tout d’abord condensé I’acide malonique sur la
fonction aldéhyde et nous avons obtenu le composé 38 avec un rendement de 90%. Puis nous
avons appliqué les mémes conditions de déprotection qui nous avaient permis d’obtenir la
partie acide de I’acide salvianolique D . Nous séparons facilement la partie acide de I’acide
salvianolique E 33 et la molécule cyclisée rac-49. Nous obtenons majoritairement rac-49
(75%) et tous nos efforts de modification des conditions de réaction ne nous ont pas permis
d’améliorer le rendement en dérivé de I’acide salvianolique E. D’aprées les données de RMN
proton et carbone 13, la structure de rac-49 a été déterminée et confirmée par spectrométrie
de masse. Sur le spectre proton, la série classique des pics due au cycle aromatique 1,2,4-
trisubstitué a été remplacée par deux singulets caractéristiques des cycles aromatiques 1,2,4,5-
tétrasubstitués. De plus, deux doublets a 4,72 ppm et 6,21 ppm indiquent la formation du

cycle dihydrobenzofurane. La présence d’une fonction carbonyle est confirmée par le spectre
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de carbone 13 avec un déplacement a 199.3 ppm. D’aprés la littérature,***’ la valeur de la

constante de couplage °J (7,2 Hz) suggérent que la jonction des pentacycles est cis.

Afin d’augmenter sensiblement le rendement, nous avons par ailleurs décidé de

commencer par déprotéger le composé 37 dans les mémes conditions que précédemment pour

obtenir le composé 40 avec un rendement de 75%. La réaction de Knoevenagel en derniere

étape nous permet d’obtenir la partie acide de I’acide salvianolique E avec un rendement

global de 20% a partir de I’isovanilline.

COOH
COOH
HO
HO
OH HO =
33 cooB

COOB

OB—

OB

Schéma 10 : Proposition de mécanisme pour passer du composé 38 a rac-49

Nous avons essay¢ d’envisager un mécanisme pour passer du composé 38 a rac-49.

Le passage de 38 a rac-49 nécessite deux cyclisations. On peut supposer que la premicre

cyclisation a lieu a partir de I’oxygeéne en position 3 du motif caféique suivie d’une deuxiéme

cyclisation de type Friedel-Crafts sur le crabone activé. L’hydrolyse finale permet de

régénérer les fonctions phénols et ester.
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B. Les dérivés de la sagecoumarine

1. Synthese de [I’acide 3-hydroxy-4-(6,7-dihydroxycoumarin-3-
oxy)cinnamique, 41

a. Cyclocondensation du sésamol formylé et d’un phénoxyacétamide

En s’inspirant de la synthése des 3-phénoxycoumarines déja décrite par condensation
d’aldéhydes salicyliques et de N,N-diéthylphénoxyacétamides en présence d’oxychlorure de
phosphore,*®* la synthése des 3-aryloxy-6,7-dihydroxycoumarines peut étre envisagée selon

le schéma rétrosynthétique suivant :

0
Homo o
HO “ 0

OH
ﬂ
o)

ETY LY ome
42  OMe

OWCHO \_’} e COOMe

O/\i\
OH O MeO
43 a4

Schéma 11: Cyclocondensation du sésamol formylé et d’un phénoxyacétamide
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+ Synthése du 2-hydroxy-3,4-(méthylénedioxy)benzaldéhyde, 43

Pour I’obtention de 1’aldéhyde 43, nous avons envisagé de partir du composé

commercial de départ le sésamol (3,4-(méthylénedioxy)phénol) 45.

0 0 CHO
< | o CeH12oNy < :@[
07" 0oH O OH

TFA / reflux

5 70% 43

Schéma 12: Synthese du composé 43

Nous avons utilis¢ la formylation de Duff,’®*' qui a permis notamment la
transformation d’un grand nombre de phénols en ortho hydroxybenzaldéhydes. Cette réaction
nécessite la présence d’hexaméthylénetétraamine et d’un catalyseur acide, 1’acide

trifluoroacétique (TFA). Nous obtenons le composé 43 avec 70% de rendement.
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¢ Synthése du N,N-diéthylphénoxyacétamide, 44

0
COOH _CoHs
_ 7\ + HNZ
HO QJ/ o/ ZBr CoHs
MeO 46 48
CH,Cl,
socl, 7%
oc0 | MeOH 5°C/ta.
reflux
0
COOMe Br NT
o /

\

49
MeO 47
K,CO5
Acétone
reflux
86%

\_,\> O@JCOO Me
O}—/

MeO 44

Schéma 13 : Synthése du composé 44

Le précurseur 44 été obtenu par condensation de I’ester méthylique de 1’acide
férulique 47 sur la N,N-diéthybromoacétamide 49 en présence d’une base, le carbonate de
potassium.

L’addition nucléophile de la diéthylamine sur le bromure de bromoacétyle 48 a donné
lieu a la formation du N,N-diéthybromoacétamide tandis que 1’estérification de 1’acide

férulique a été effectuée par chauffage a reflux dans le méthanol en présence de chlorure de

thionyle.
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+ Synthése de la coumarine 41

Le chauffage a reflux d’une solution des précurseurs 43 et 44 en présence de POCI;
n’a donné la coumarine dérivée qu’avec un rendement trés faible. L activation au préalable du

complexe POCI; / phénoxyacétamide n’a eu que trop peu d’incidence sur le rendement.

Ceci nous a conduit a envisager d’autres stratégies de syntheses.

b. Cycloadditions du sésamol formylé avec le dérivé phénoxyacétique

D’autres méthodes basées sur la cyclocondensation du sésamol formylé avec un dérivé

phénoxyacétique (et non plus phénoxyacétamide) sont par ailleurs décrites dans la

52,53

littérature selon le schéma rétrosynthétique suivant :

o__0O
Csedenty
O = o)

42  OMe

<O CHO o o / COOMe
0] : :OH >—/ ;

HO MeO
43 50

Schéma 14: Rétrosynthese pour le composé 42

> Premiere methode
L’acide phénoxyacétique 50 a été obtenu par condensation du férulate de méthyle sur
’acide bromoacétique en présence d’hydrure de sodium NaH a reflux dans le THF avec 60%

de rendement.>* 11 sagit d’une simple substitution nucléophile de type SN».

Nous avons utilis€ comme agent activant le phényldichlorophosphate

(PhOP(=0)Cl,).” Le chauffage a reflux d’un mélange des produits 43 et 50, de PhOP(=0)Cl,
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et de triéthylamine a donné apres lavages et chromatographie sur colonne non pas la
coumarine dérivée mais le produit 51 issu du couplage par estérification entre les précurseurs

43 et 50 avec un rendement de 25%.

/\
0 0]
0]
g CHO
Hi EFO (0]
MeOOC %
OMe
51

Figure 24 : composé 51 issu du couplage des composeés 43 et 50 en présence de
PhOP(=0)ClI,

L’activation préalable a 0 °C ou a 40 °C par le PhOP(=0)Cl, du composé 50 a donné

suivant le méme mode opératoire 1’ester 51 avec des rendements autour de 15%.
> Deuxieme méthode

Cette méthode consiste a utiliser de I’anhydride acétique et de la triéthylamine a reflux

dans le benzéne.”” Un autre produit a été obtenu avec un rendement de 62% :

OQOCOCHQ,
O CHO

52

Figure 25 : composé 52 issu du couplage des composes 43 et 50 en présence d’anhydride

acétique

Aucune de ces méthodes n’a donné lieu de fagon satisfaisante a la formation par
cyclisation de la coumarine. Nous avons seulement obtenu, avec des rendements faibles, mais
de fagon intéressante, 1’ester 51 formé entre les précurseurs 43 et 50 avec le PhOP(=0)Cl,

avec ou sans activation.
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Ce nouveau produit est susceptible de fournir la coumarine dérivée par une réaction
d’aldolisation intramoléculaire a I’aide d’une base. Ceci nous a dirigés vers une nouvelle voie

de synthese.

c¢. Aldolisation intramoléculaire de I’ester

Cette nouvelle stratégie est basée sur I’obtention préliminaire de 1’ester 51 formé entre

le sésamol formylé 43 et I’acide phénoxyacétique 50.
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0
0._0
ST LT
HO “ 0

41 OH
o)
0. _0
<O X" “OMe
=
o
42 OMe
o o
ﬁQHO
y 7 N_d o
MeOOC —
OMe
51

CHO COOMe
G 1 S
(@]
OH HO  MeO
43 30

o COOMe
e, e
o OH Br)‘OH
45

Schéma 15: Voie de synthese adoptée pour le composé 41
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¢ Synthése de I’ester 51

Pour permettre la condensation des précurseurs 43 et 50 avec un rendement correct, le

sésamol formylé 43 a été activé sous forme de phénolate par réaction avec de la triéthylamine.

L’acide phénoxyacétique 50 a été activé sous forme de chlorure d’acide a I’aide de chlorure

de thionyle.

CHO COOMe
X Wadhad
0
OH HO  MeO
43 5

TEA SOCl
CH,Cl, acétate d'éthyle

COOM
Ao ol
o O TEAH Cl MeG

0°Cata.
82%
o o
7\
CHO
H: E%o 0
MeOOC %
OMe
51

Schéma 16: Synthese de I’ester 51

+ Cyclisation de I’ester 51

La cyclisation de I’ester 51 en coumarine par aldolisation intramoléculaire a été

réalisée a reflux dans le toluéne avec une base forte, le DBU (Schéma 19).
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defined. | ¢ méthanolate de sodium ou I’hydrure de sodium® n’ont pas provoqué la cyclisation

de ’ester.
0 o
(0]
@) (@)
CHO DBU / toluéne <om X" “OMe
O (@]
MeOOC / reflux o) NS (@)
OMe 20% OMe
ﬂ Q

Schéma 17: Synthése du composé 42

¢ Déprotection de la coumarine 42

O
o.__0O
< @ OMe BBr3/ta puis reflux m o= OH
N N
Hy O/ta puis reflux H @)
OH

90%

Schéma 18: Déprotection du composeé 42

La déprotection totale de la coumarine 42 s’effectue a ’aide d’une solution de
tribromure de bore dans le dichlorométhane. Les conditions classiques de déprotection n’ont
pas déprotégé totalement la molécule. I1 a fallu des conditions plus drastiques : apres ajout du
BBr3, il a été nécessaire de porter a reflux le milieu réactionnel pendant 12 h. De méme, lors
de I’hydrolyse, un reflux prolongé a été nécessaire afin de s’assurer de la compléte hydrolyse

de la fonction ester.

La coumarine 41 est obtenue avec un rendement de 90%.
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hydroxycinnamique, 57

I’acide

a. Cyclocondensation avec le sésamol formylé

3-(6,7-dihydroxycoumarin-4-oxy)-4-

Nous avons tent¢ de la méme manieére de cyclocondenser en une seule étape le

sésamol formylé avec les analogues acide phénoxyacétique et phénoxyacétamide représentés

ci-dessous.

CO,Me
CO,Me /40 =
—
H Br <N | : I\L
‘ ; ” C‘)Me OT
OH 95% £3
OMe =

77% | BrCH,CO,H

Y CO,Me
=

| o

Schéma 19 : Cyclocondensation avec le sesamol formylé

Les composés 53 et 54 ont été élaborés comme précédemment par condensation de

I’ester méthylique de ’acide isoférulique 52 sur le N,N-diéthylbromoacétamide et 1’acide

bromoacétique respectivement.
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Comme précédemment, les méthodes de cyclocondensation (PhOP(=0)Cl,, TEA ou
DMF, TEA, Ac,0 ou DMF + POCIs) n’ont pas fourni la coumarine 57 (ou avec un rendement

de 4%) mais I’ester 55 issu du couplage des deux réactifs.

La méthode décrite précédemment en série « férulique », basée sur la cyclisation de

I’ester intermédiaire a donc été réutilisée.

b. Aldolisation intramoléculaire de I’ester intermédiaire

Le schéma de synthése suivant a été ainsi adopté :

COzH CO,Me CO,Me
= _ >
‘ “ socl, “ BrCH,CO,H
— )
= OH MeOH P> OH NaH / THF O/\COZH
OMe reflux OMe reflux OMe
95% 52 77% 54
CO,Me
=
1) SOCl, ‘ N /07 DBU / toluéne
(6]
2) O CHO e O\ / reflux
< :@[  TEA OMe ﬁo( 20%
0
(e} OH OHC
43 55
65% o
OMe OH
<Omoﬁi BBr3 / t.a. puis reflux Homo
o} o Xg NF H,O /t.a. puis reflux ~ HO o Yo
68%
56 % 57 ~
CO,Me COzH

Schéma 20 : Schéma de synthése pour le composé final 57

La cyclisation intramoléculaire de 1’ester 55 s’effectue a reflux dans le toluéne en

présence de DBU. La coumarine protégée 56 est obtenue avec un faible rendement de 20%.
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Puis une déprotection a 1’aide tribromure de bore nous permet d’obtenir la coumarine 57 sous
forme de solide avec un rendement de 68%.
Finalement, la partie acide de la sagecoumarine 41 et son isomere « isoférulique » 57

sont obtenues avec des rendements globaux de 6% et 5% respectivement.
C. Le tournefolal et les acides tournefoliques A et B

La synthése du tournefolal et de I’acide tournefolique A triméthylés a déja été décrite
en 2005 par des chercheurs visant a synthétiser des composés électroluminescents et ceci sans
relation avec la possibilité d’accéder a des produits naturels.”” Hwu et al. obtiennent le
tournefolal triméthylé 61 en quatre étapes avec un rendement global de 37% et 1’acide

tournefolique A triméthylé 62 en cinq étapes avec un rendement global de 26%.

En partant de D’isovanilline 1, ils forment la 2-iodoisovanilline 58 a 1’aide de

monochlorure d’iode (Schéma 21).%*

A partir  du  vératraldéhyde, ils obtiennent le = 2,2-dibromo-1-(3,4-
diméthoxyphényl)éthéne 59 en utilisant du tétrabromure de carbone et de Ia
triphénylphosphine. Ce composé 59 mis ensuite en présence de butyllithium a —78 °C est
transformé en 3,4-diméthoxyphényléthyne 60.°° La 2-iodoisovanilline 58 et le 3,4-
diméthoxyphényléthyne 60, en présence de (PPh;),PdCl,, d’iodure de cuivre (I) et de
tri¢thylamine dans le DMF a 110 °C conduisent au 4-formylbenzo[b]furane désiré 61. Puis le
compos¢ 61 mis en présence d’acide malonique, de pyridine et pipéridine donne 1’acide

tournefolique A protégé 62.
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CHO
CHO
i OMe
OMe

OH
OMe
1
Dioxane CBry [ PPhs 94%
Pyridine 73% CH,Cl, Br
Icl CHO }\
| MeO ‘ X Br
P
MeO
OH 59
OMe
58 i
20 BuLi/ THF 90%
-78 °C
Me0:©/
MeO
(PPh3)2PdC|2 / Cul @

NEt; / DMF / Reflux

60%

C)om

OMe

CHO

(LS
0]

OMe
61

Pyridine / pipéridine
y pip 70%
HOOC. __COOH

COOCH

OMe

OMe
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Schéma 21: Synthése décrite par Hwu et al.””’
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Nous avons envisagé une autre voie de synthése pour former un composé 66 qui
servirait d’intermédiaire a la fois pour la synthése du tournefolal et de 1’acide tournefolique A

mais aussi pour celle de I’acide tournefolique B.

CHO CHO CHO CHO
OH _ OAc Br OAc Br OH
@ DMAP / iPr,NEt @[ KBr / H,0 @: NaHCO,
OMe Ac,0 OMe Br, OMe MeOH OMe
63 85% 64 79% 65 99% 56

Schéma 22: Synthése de I’intermédiaire 66

L’intermédiaire 66 est synthétisé en 3 étapes avec un rendement de 66% a partir de
I’ortho-vanilline. La bromation en ortho de la fonction aldéhyde a été effectuée par
substitution ¢lectrophile aromatique de 1’orthovanilline 63, ce qui a nécessité une
désactivation préalable de la fonction phénol par acétylation: on obtient ainsi 1’ortho-
bromobenzaldéhyde 65 qui est ensuite soumis a une hydrolyse basique pour donner 1’ortho-

hydroxybenzaldéhyde voulu 66, avec un rendement quantitatif.

1. Synthese du tournefolal (72) et de I’acide tournefolique A (74)

Br
CHO OH Br PPhs’
BrﬁOH NaOH10% o OH  igr/AcoH B O pph, Br OH
Z>oMe NaBH, OMe AcOH OMe Toluene OMe
66 99% 67 74% 68 91% 89

Schéma 23: Synthese du sel de phosphonium 69

Pour la synthése du tournefolal et de I’acide tournefolique A, le composé 66 est réduit
au moyen de borohydure de sodium NaBH,4 en alcool benzylique 67, avec un rendement
quantitatif. L’obtention du bromure de benzyle 68 s’effectue a I’aide d’une solution d’acide
bromhydrique a 33% dans 1’acide acétique en présence d’acide acétique avec un rendement de
74%. Ce dernier mis en présence de triphénylphosphine dans le toluéne conduit avec un

rendement de 91% au sel de phosphonium 69.
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Br

+ Br
PPhy 1) DMAP / DCC / CH,Cl,

Br );OH Acide 3,4-diméthoxybenzoique O A\ O OMe 1) BuLi/ THF/-78°C
u 0 2) DMF
O

2) Et3N / Dioxane / Reflux
Me

OMe
69 74% OMe 70
CHO
N —
0 C i o
OMe OMe
OMe 71 OMe 61
22% 77%
1) BBry / CH,CI
;)Hg 2-2 BuLi/ THF
2
Br' Phy"PCH,CO,Et
40%
C‘ZHO
| SN OH COOEt
e P
OH
| N OMe
=0
OMe
OMe 73

l) BBr3 / CH2C|2
COOH | 2)H0

—
N

| b OH
Z 0
OH OH

Schéma 24: Synthese du tournefolal et de I’acide tournefolique A

Le couplage du sel de phosphonium 69 avec 1’acide 3,4-diméthoxybenzoique, selon

une adaptation de la procédure de McKittrick et Stevenson,®® donne le benzofurane 70.

La formation du cycle benzofuranique s’effectue en deux étapes.’’ Tout d’abord,
I’acide 3,4-diméthoxybenzoique est activé par la dicyclocarbodiimide et réagit avec le sel de
phosphonium en présence de 4-diméthylaminopyridine dans le dichlorométhane. On obtient

un ester intermédiaire (Schéma 25). L’arrachement de I’hydrogene sur le méthyléne actif par
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la triéthylamine conduit & un anion qui peut réagir sur la fonction carbonyle de 1’ester pour
former le cycle a 5 chalnons. Il y a ensuite passage par une bétaine qui conduit & un
oxaphosphétane et de 1’oxyde de la triphénylphosphine et le composé 70 sont obtenus. Le 2-
(3,4-diméthoxyphényl)-4-bromo-7-méthoxybenzofurane 70 est obtenu apres purification par

chromatographie avec un rendement de 74%.

HO
©)
“PhgP .
‘B Br. PPh3", Br
r OMe
Br OH
OMe OMe
o}
OMe DCC
0O OMe
@ OMe
Et3N
Phaf O\ ]
Br o Br PPh3", Br
OMe
O S ome -
OMe OMe OMe (e} > OMe
0
B / fPPh3 Br
O OMe AN
o OMe o
Me 7
OMe 0 OMe

Schéma 25 : mécanisme de formation du cycle a 5 chainons
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Une interconversion halogéne / métal est alors nécessaire a 1’aide de butyllithium pour
envisager une formylation ultérieure. Cette interconversion est obtenue de manicre
quantitative puisque 1’ajout d’eau nous a permis d’isoler le produit 71.

En revanche I’introduction de la fonction aldéhyde nous a posé de nombreux
problémes. Différentes méthodes ont été envisagées :

- I’ajout classique de diméthylformamide (DMF) a —78 °C, méme en modifiant

les conditions de réaction (temps d’agitation, température, nombre
d’équivalents de DMF), n’a conduit qu’au composé 71.

- I’utilisation d’orthoformiate de triméthyle, de N-formylpipéridine ou de
pentacarbonyle de fer (Fe(CO)s)® a conduit de méme au composé 71.

- Une synthése magnésienne (magnésium, iode et 1,2-dibromoéthane en
quantité catalytique) suivie de 1’ajout de DMF a donné un mélange de
produit de départ et du composé 71.

- I’utilisation de butyllithium et de paraformaldéhyde s’est révélée
infructueuse car un produit de dégradation a été formé au lieu de 1’alcool
benzylique.

Finalement, 1’utilisation de DMF commercial a 99,99% a permis d’obtenir le composé 61
attendu en ajoutant a —78 °C 50 équivalents de DMF au dérivé lithien préalablement formé
puis en laissant remonter la température pendant 2 h. Le composé 61 a ainsi été obtenu avec

un rendement de 77% avec le composé 71 comme produit secondaire (22%).

Pour déprotéger le composé 61, nous avons utilisé une solution molaire de tribromure
de bore dans le dichlorométhane. Tous les essais de déprotection sont présentés dans le

tableau 7.
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Tableau 7 : essais de déméthylation

Nombre d’équivalents Temps de Temps Température de
de BBr; réaction d’hydrolyse réaction
Essai 1 4,5 12 h l1h t.a.
Essai 2 15 15h lh t.a.
Essai 3 15 12 h lh reflux
Essai 4 15 48 h lh reflux
Essai 5 50 12h lh t.a.
Essai 6 50 12 h 4h reflux
Essai 7 50 48 h 4h reflux

Bien que présent en faible proportion dans le brut réactionnel, le tournefolal 72 n’a pu
étre isolé jusqu’a présent. Nous avons néanmoins réussi a I’identifier sans ambiguité par

RMN 'H.

La construction de la chaine a,-insaturée a ét¢ ensuite envisagée par une réaction de
Knoevenagel, i.e. la condensation de 1’acide malonique en présence de pyridine et de
pipéridine a reflux pendant une nuit. Des modifications de conditions de réaction (temps de
reflux, travail sous atmosphére inerte...) ont été essayées mais dans tous les cas nous n’avons
récupéré que le produit de départ. Les conditions de Hwu et al. se sont aussi révélées
inefficaces.”” Nous avons donc di envisager d’autres méthodes comme des couplages de

Stille et de Heck a partir du composé 70.
Couplage de Heck :
Il permet de réaliser un couplage entre un composé halogéné et un alcéne. C’est

certainement le plus répandu des couplages palladocatalysés ; et c’est I’alcene le plus stable,

i.e. celui de stéréochimie E, qui se forme (a quelques exceptions pres).

Pd.cat
ReX + H\/\R2 R1\/\R2

base

Schéma 26: Couplage de Heck
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Nous avons donc mis en réaction de la triphénylphosphine, de 1’acétate de palladium,
du carbonate de potassium, de 1’acrylate de méthyle et le composé 70 et nous n’avons

récupéré que le produit de départ.

Couplage de Stille :*

Le couplage de Stille est de nos jours un des couplages les plus utilisés en synthése
organique (avec le couplage de Suzuki). Celui-ci consiste en 1’utilisation de dérivés de 1’étain
comme partenaire de couplage. La premiére étape est une hydrostannation d’alcyne avant le
couplage avec le réactif.

Classiquement, le couplage de Stille nécessite 1’utilisation de solvant de type
diméthylformamide ou N-méthylpipéridine, avec des temps de chauffage variant de quelques
heures & plusieurs jours. D’aprés la bibliographie,® 1utilisation des micro-ondes est possible
et réduit fortement le temps de réaction (quelques minutes) tout en permettant 1’utilisation de

solvants tel que le tétrahydrofurane (THF).

Nous avons utilis¢ comme alcyne le propiolate de méthyle et suivi la procédure décrite

|'64

par Maleczka et al.”” Malheureusement, nous n’avons jamais isolé de produit organique pur.

BusSNCl / KF / PMHS

SnBu
Pd(PPhs), / TBAF 3 Pd(PPh)s / 65 _~_CO,Me
CO;Me CO,Me - ATS

THF/ H,0 / W (140 W) / 10 min. THF/ H,0 / 140 W / 10 min.

\>\

Schéma 27: Essai de couplage de Stille

Finalement, nous avons réussi a construire la chaine o,p-insaturée a I’aide d’une
réaction de Wittig. On génere in situ dans le tétrahydrofurane le phosphorane a I’aide de 1,1
équivalents de butyllithium qui réagit sur le bromure d’
éthoxycarbonylméthyltriphénylphosphonium puis on ajoute le composé 61. Apres
chromatographie sur colonne de silice, on sépare le composé souhaité 73 du composé de
départ 61 avec un rendement de 40% (Schéma 24).

Pour déprotéger le composé 73, nous avons a nouveau utilisé une solution molaire de

tribromure de bore dans le dichlorométhane. Cinq équivalents de tribromure de bore sont
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nécessaires pour la déméthylation. L’acide tournefolique A 74 est présent dans la phase

acétate d’éthyle mais il n’a pu étre purifié correctement jusqu’a présent.

2. Synthése de I’acide tournefolique B (79)

MeO -
CHO CHO WPPhJ Br
P
Br\@iOH BnBr/ K2C03 Br\érOBn MeO/\/\Br
OMe  CHCl3/MeOH Z~0OMe  MeONa/MeOH
66 75
80% - 99%
Br OMe Br OMe
X OMe AN OMe (CuOTf) toluene
BC|3 / CH2C|2 C32CO3
OBnpy OH By
OMe 99% OMe Pyridine dégazée
76 77
- - 25%
COOH
By _ COOH
— =
/N _ome O O OMe O -
O\ —_— 0 — > O OH
oM -
¢ OMe OMe OMe I o)
78 OH
]

Schéma 28: Synthese de I’acide tournefolique B

Le groupement phénol de I’intermédiaire 66 est protégé par une méthode classique de
benzylation a I’aide de bromure de benzyle. Puis une réaction de Wittig a I’aide de méthylate
de sodium et de bromure de (2-bromo-4,5-diméthoxyphénylméthyl)triphénylphosphonium sur
le composé 75 nous conduit a un mélange de deux isomeres séparables par chromatographie
et facilement identifiables en RMN 'H. Les deux isoméres peuvent étre facilement
différenciés par les signaux caractéristiques des protons vinyliques. L’isomere minoritaire
16Z présente un doublet situé a 6,4 ppm et un deuxieme doublet a 6,8 ppm de constante 11,8
Hz, caractéristique de la configuration Z. L’isomére majoritaire 76E présente un doublet a
6,96 ppm et un deuxiéme a 7,72 ppm de constante 16,5 Hz, caractéristique de la configuration
E.

Pour la formation du cycle a 7 chainons, une réaction de type Ullmann a ét¢ envisagée.

La condensation d’Ullmann permet d’accéder a des éthers biaromatiques a partir d’un
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halogénoaryle (X = I, Br) et d’un phénol. Cette condensation met en ceuvre un intermédiaire
ArOCu qui va réagir avec une espece halogénoaryle Ar’X pour conduire au couplage ArOAr’.
Le mécanisme demeure encore obscur mais il semble emprunter le chemin d’une substitution
nucléophile aromatique ou passer par un intermédiaire radicalaire, bien que certaines

expériences contredisent ces deux hypothéses.

Le protocole « classique » de cette réaction requiert une haute température et une
utilisation stoechiométrique de catalyseur. De plus, les halogénoaryles non activés réagissent
difficilement et offrent de faibles rendements. Une solution consiste alors a introduire un

groupement « activateur » en position ortho de I’atome d’halogéne.

Ces réactions de couplage ont été particulicrement étudiées ces cinq derniéres années
avec notamment des efforts pour améliorer les conditions opératoires, les vitesses et les
rendements de réaction. Plusieurs parameétres ont été pris en compte : le catalyseur au cuivre
(plus ou moins sensible a ’air), la présence de ligands bidentates et neutres (N,N-chélateurs,
0,0O-chélateurs, N,O-chélateurs mais aussi les carbénes et les phosphines) qui vont
« solubiliser » le complexe cuivrique, le solvant (a point d’ébullition élevé : 80 -120 °C, en
général le toluéne ou un solvant polaire) et la base (en général, le carbonate de potassium ou

fe 65
le carbonate de césium).

Buchwald et son équipe ont établi un nouveau protocole (Schéma 31) mettant en

ceuvre une quantité catalytique de complexe cuivrique (0,25 a 2,5% molaire).

0,25-2,5 mol% (CuOTf),.Ph

X HO 5 mol% EtOAc Oy
/\V XX Rl@ ORZ

Rir + | =R, .
= = Cs,COg, toluéne, 110 °C

Schéma 29 : Réaction d’Ullmann par Buchwald et al.

Ce protocole réactionnel, mettant en ceuvre seulement 0,25 a 2,5% molaire de

catalyseur, utilisant I’acétate d’éthyle comme ligand et le carbonate de césium comme base,
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est une des méthodes de synthése les plus efficaces vers les éthers biaryliques. Il est

: \ s . A fenntide 66
applicable a une grande variété de bromo- et d’iodoaryles méme désactivés.

Dans notre cas, seules les deux premiéres méthodologies sont applicables compte tenu
de la structure de la molécule: wune substitution nucléophile aromatique SyAr
intramoléculaire nécessiterait un bon groupement nucléofuge mais surtout un bon groupement
¢lectroattracteur en position ortho et/ou para de ce dernier. Notre choix s’est finalement porté
sur une condensation de type Ullmann intramoléculaire, catalysée par un complexe cuivrique

« soluble », (CuOTY),.PhMe.

La premicre étape consiste en la régénération de la fonction phénol a partir du
groupement benzyloxy présent sur le composé 76 (Schéma 30). Le réactif utilis¢ est
conditionné par la nature du groupement a déprotéger : c’est ainsi que la déprotection a été
assurée par le trichlorure de bore qui permet une déprotection sélective. La réaction menée sur
les composés 76E et 76Z conduit quantitativement aux composés 77E et 77Z respectivement.
De méme, le mélange 76E et 76Z en proportion 96/4 fournit quantitativement le mélange

1TE/T7Z dans les mémes proportions.

Les deux isomeres 7/7/E et 77Z ont ensuite été soumis a [’éthérification
intramoléculaire de type Ullmann permettant la formation du systéme oxépinique en utilisant
un complexe cuivrique (CuOTf),.PhMe, du carbonate de césium comme base ainsi que de la
pyridine dégazée et distillée. Partant de 77E ou de 7/7Z, on obtient I’oxépine 78 avec le méme
rendement modeste de 25%. De méme, le mélange 77E/77Z fournit 78 dans des conditions
identiques. Ceci nous permet dorénavant de nous affranchir de la séparation des

stéréoisomeres 76E et 76Z.
D. L’acide fukiique

La synthése d’un précurseur de I’acide fukiique racémique 84 a déja été trés
. y . 2 . r1: r r . \
succinctement décrite en 1972% et au laboratoire nous avons amélioré chaque étape jusqu’a la

déprotection finale nous conduisant a la molécule cible qui n’a encore jamais été synthétisée.
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CHO
MeO
Ac-NH-CH,-coOH M w HCI 3N  refux WCOOH
OMe AcONa/ Ac,0 75% MeO OH
OMe reflux 81
30 65% 80
MeO CO,Me
DBU / Mel Meomcoowle PhsPCHCO,Me m 2
N
DMF MeO OH Toluéne / reflux MeO H CO,Me
81% 82 99% 83Z
MGOQ/ICOZME
MeO e0,C H
83E
MeO HO
KMnO4/ MQSO4 MeO \\HOH l) BBI’3/CH2C|2 HOMOH
EtOH /10 °C ol N 2 H.0 {00
€02 OH COZMe ) 2 2 OH C02
68% rac-84 35% rac-85

Schéma 30: Synthese de I’acide fukiique

La synthése commence par la conversion du vératraldéhyde 30 en oxazolone 80 par

une réaction d’Erlenmeyer.®’ Elle consiste en la condensation d’un aldéhyde avec une

acétylglycine en présence d’anhydride acétique et le plus souvent d’acétate de sodium.

67,68

Dans le cas de la 4-[1-(3,4-diméthoxyphényl)méthylidéne]-2-méthyl-4H-oxazol-5-one 80,

elle peut étre décrite par le mécanisme suivant :

=

»—N

_COOH

-H,0

o 4"

AcOH

© 2009 Tous droits réservés.

Schéma 31: Mécanisme de la réaction d’Erlenmeyer
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L’hydrolyse en milieu acide relativement concentré (HCl 3M) de 1’oxazolone 80
fournit alors 1’acide 3,4-diméthoxyphénylpyruvique 81. La seule forme identifiée par RMN
est la forme énol de stéréochimie Z.

L’acide 3,4-diméthoxyphénylpyruvique 81 est accessible en deux étapes a partir du

veratraldéhyde avec un rendement global de 49 %.

Pour obtenir le pyruvate de méthyle 82 correspondant avec un rendement de 81%,
I’acide 3,4-diméthoxyphénylpyruvique 81 réagit avec 1’iodométhane en présence de DBU

dans le DMF selon le mode opératoire décrit par Namiki et al..*”’

La réaction de Wittig sur le pyruvate de méthyle 82 a tout d’abord été envisagée en
utilisant le sel de phosphonium Br" "Ph;PCH,COOMe en présence de méthylate de sodium
dans le méthanol selon le mode opératoire décrit par Dalla et al."

Cette réaction consiste a former le (carbométhoxyméthyleéne)triphénylphosphorane a
partir du sel de phosphonium a 1’aide de méthylate de sodium puis a le faire réagir sur le
pyruvate de méthyle 82 en présence de méthanol a reflux.

Malheureusement, cette réaction s’est avérée peu efficace et conduisant a un mélange
de 83Z et 83E avec un faible rendement (environ 20%) et a la formation de sous-produits tels

que 86."

MeOmCOﬂ\AE

=

MeO CO,Me
86

Figure 26 : Sous-produit 86 lors de la réaction de Wittig

Nous avons donc décidé de partir du (carbométhoxyméthylene)triphénylphosphorane
commercial et de le faire réagir directement sur 82 dans le toluéne a reflux. Le meilleur
rendement en (3,4-diméthoxybenzyl)maléate de diméthyle 83Z et en (3,4-
diméthoxybenzyl)fumarate de diméthyle 83E est obtenu pour un reflux de 2 h dans le
toluéne.”"

Une chromatographie sur colonne de silice nous a permis de séparer 1’isomere Z
majoritaire (75%) et I’isomere E minoritaire (24%). Les deux isomeéres sont facilement

différenciés en RMN du proton. Pour I’isomere Z, les protons du groupement méthyléne
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résonnent a 3,58 ppm sous forme de doublet et le proton oléfinique correspondant a 5,63 ppm
sous forme de triplet. Pour I’isomére E, le méthyléne résonne a 4,12 ppm sous forme de
singulet et le proton oléfinique correspondant a 6,8 ppm sous forme de singulet. La constante
de couplage cisoide *J vaut 1,9 Hz conformément aux données de la littérature. Pour la suite
de la synthese, on ne travaillera qu’avec le composé 83Z, précurseur de 1’acide fukiique. De
plus les deux isoméres n’ont pas le méme point de fusion : 55-56 °C pour 83Z et 49-50 °C

pour 83E.

L’oxydation de la double liaison se fait a I’aide de permanganate de potassium. Elle
consiste a placer le composé 83Z dans I’éthanol a froid en présence de permanganate de
potassium et de sulfate de magnésium pendant 12 h. Le composé oxydé 84, précurseur de
I’acide fukiique racémique sous forme du diester méthylique et du diéther méthylique

aromatique, est ainsi obtenu avec un rendement de 68%.

L’étape critique est la dernicre étape, i.e. la déprotection finale puis 1’isolation et la
purification de 85.

La déprotection de 1I’isomere 84 est réalisée par une addition de tribromure de bore,
suivie d’une hydrolyse.

La déprotection de cet isomere est assez difficile & mettre en ceuvre. Méme en
appliquant des conditions réactionnelles (réaction a reflux, augmentation du nombre
d’équivalents de BBrj;, augmentation du temps de réaction...), les bruts réactionnels (solide
ou provenant de la phase acétate d’¢thyle) sont généralement constitués de mélanges de
molécules partiellement déméthylées. Cependant, en évaporant la phase aqueuse sous
pression réduite et en effectuant des lavages a I’acétone et au méthanol, nous avons pu isoler

I’acide fukiique 85 avec un rendement de 35%.
E. Résultats biologiques

Le but du travail effectué en synthése organique était d’élaborer de nouveaux produits
afin d’évaluer leurs activités sur 1’intégrase du VIH-1. L’ensemble des nouveaux inhibiteurs
potentiels ainsi synthéthisés a donc été testé sur I’enzyme in vitro en présence de magnésium
par 1’équipe du Docteur Jean-Frangois Mouscadet a Cachan et par 1’équipe du Professeur

Zeger Debyser a Leuven, en Belgique. Certains composés n’ont été évalués que sur I’étape de
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coupure de dinucléotides ou sur I’étape de transfert de brins ou sur I’ensemble des réactions
catalysées par I’intégrase. Les composés les plus prometteurs sont ensuite testés sur cellules
afin d’évaluer leur activité et leur cytotoxicité par 1’équipe du Professeur Myriam Witvrouw a
Leuven (cellules MT-4) et par I’équipe du Docteur Jean-Frangois Mouscadet a Cachan

(cellules HeLa).

1. Les acides salvianoliques D et E

Les molécules 26, 33 et rac-49 ont été testées sur I’ensemble des réactions catalysées
par ’intégrase (overall inhibition), selon les protocoles décrits précédemment.

Apres la synthése et 1’évaluation des activités biologiques de la partie acide de 1’acide
salvianolique D, une série de trois composé€s a été synthétisée ou juste la chaine a,B-insaturée
a été remplacée soit par un brome, par un hydrogeéne ou bien par un acide carboxylique et les
trois molécules ont été testées. Les résultats ont ét€ comparés a ceux de la partie acide de
I’acide salvianolique D, de la partie acide de 1’acide salvianolique E et de la molécule

tétracyclisée. Les résultats sont présentés dans le tableau 8 ci-dessous.
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Tableau 8 : Résultats biologiques

Compose Inhibition de I’intégrase (uUM) Cellules MT-4 (uM)
Overall ST Overall CEso CCso
(labo ZD) (labo JFM)
COOH 1,34 1,09 0,32 55 177
=
‘ X" >COOH >77,9 >77,9
7 oM 26
OH
0,56 0,73 0,22 >4,5 >4,5
0,15 0,3 0,05 >27.4 >27,4

COOH rac-49

COOH NT® NT >100 NT NT
OH

OH réf 7
COOH NT NT >100 NT NT
COOH
OH
OH
COOH 2,8 24° NT NT NT

OH
OH  réf

$

. NT : not tested; °: en présence de Mn”"
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Les résultats pour les trois molécules cibles montrent une bonne corrélation entre les
différentes valeurs de Clsg, plus basses pour les tests effectués dans le laboratoire parisien
mais du méme ordre de grandeur.

La partie acide de 1’acide salvianolique D, la partie acide de I’acide salvianolique E et
la molécule tétracyclisée sont actives contre 1’intégrase « wild-type » en présence de 1’ion
magnésium Mg,

L’acide caféique a été évalué auparavant comme inhibiteur d’intégrase en présence de
I’ion manganése Mn?" et présente des Clso de 2,8 et 24 uM sur I’ensemble des réactions

catalysées par I’intégrase et sur la réaction de strand transfer respectivement.

La différence entre les deux essais indique que 1’acide caféique est plus actif sur les
étapes de 3’-processing ou d’attachement a I’ADN. Etant donné que les dosages de I’acide
caféique ont été effectués en présence de Mn®", on pourrait s’attendre & ce que 1’activité de

I’acide caféique soit plus faible en présence de Mg”".

Les résultats montrent que la partie acide de I’acide salvianolique D 26, comparé aux
acides caféique, 2,3-dihydroxyphénylacétique et 6-carboxy-2,3-dihydrophénylacétique, a une
activité anti-intégrase plus €levée. Les deux fonctions acide semblent indispensables ainsi que
le bras espaceur éthényle. L’apport du groupement carboxyméthyle de (26 comparé¢ a 1’acide

caféique) est lui aussi significatif.

La partie acide de 1’acide salvianolique E 33 et particulicrement la molécule
tétracyclisée rac-49 présentent les meilleures activités, comparables a celles des acides
lithospermiques. L’ajout d’une seconde fonction catéchol démontre une augmentation
significative de D’activité anti-intégrase mais les meilleurs résultats sont obtenus pour la
structure rigide et repliée (rac-49). L’angle formé au niveau de la jonction des cycles a cinq

chainons est d’environ 110 °C.
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Figure 27 : Structure 3D rac-49 (dessinée sur Chemdraw 3D pro (MM2))

Les résultats pour le dosage de I’inhibition de la réaction de strand transfer indiquent

que ces composés sont vraisemblablement actifs sur les étapes catalysées par I’intégrase.

Les molécules 26, 33 et rac-49 ont ¢été testées pour leurs propriétés antivirales (cf
tableau 8). Les trois molécules sont toxiques a une concentration inférieure a la concentration
inhibant de 50% la réplication virale et il n’est donc pas possible de mesurer leurs activités

antivirales.

En général, les dérivés naturels d’acide caféique ont une faible toxicité comme cela a
été décrit dans la référence 74.7* 11 est connu que les fonctions ester (comme dans 1’acide
rosmarinique) sont sensibles a I’esterase. C’est pour cette raison que nous avons décidé de
synthétiser et tester la partie acide substituée d’acide caf€éique des acides salvianoliques
naturels D et E. Cependant, la cytotoxicité observée en culture cellulaire montre que ces
composés doivent étre modifiés en vue d’obtenir des molécules a activité antivirale
potentielle. Néanmoins, au vue de ces résultats, on peut conclure que ces parties acides
d’acides salvianoliques révélent de trés fortes activités contre I’intégrase, parmi les meilleures

reportées dans cette classe de composés.
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Dérivé 41

HOQ/\OIO «_-COOH
HO )
OH

HO.__~_O._O
HO™ > o
Dérivé 57

COOH

OH

Figure 28 : Dérivés 41 et 57 de la sagecoumarine

L’activité inhibitrice contre 1’intégrase du VIH-1 en présence de magnésium pour la

réaction de 3’-processing a été évaluée pour chaque composé. La 3,6,7-trihydroxycoumarine’

a aussi été testée pour comparer ensuite ses résultats aux deux composés.

Le tableau 9 présente les activités (Clso en pM) pour les trois composés.

Tableau 9 : résultats de I’inhibition de I’intégrase du VIH-1 (Cls) et de I’activité

antivirale (CEs)

Composé Inhibition de Cellules HeLa- | Cellules MT-4
I’intégrase (LM) B-gal-CD," (UM)
(LM)
Clso CEsg | CCs | CEso | CCop
3,6,7- 2,0 12,0 >50 >72 =72
trihydroxycoumarine

Dérivé 1 (41) 2,0 37,0 >50 | >105 | =105
Dérivé 2 (57) 1,0 31,0 | >50 | >65 | =65

Les composés 41 et 57 et le motif 3,6,7-trihydroxycoumarine présentent des activités

anti-intégrase relativement modestes (de 1’ordre du uM).
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Sur cellules HelLa, aucune cytotoxicité n’est observée au-dessus de 50 uM, la plus
haute concentration testée pour le dosage antiviral. Les deux dérivés caféoyles présentent des
faibles activités antivirales avec des valeurs de CEsy autour de 30 uM et sont trois fois moins

¢levées que pour la 3,6,7-trihydroxycoumarine.
Testées sur cellules MT-4, nos molécules sont malheureusement dénuées d’activité

antivirale. Néanmoins quelle que soit la lignée cellulaire utilisée, la toxicité¢ des trois

molécules testées reste faible.

3. L’acide fukiique

O
HO
HO Y OH
‘ P 3 COOH OH
HO H, HO HOOC HO
AOOC T o OH
HO COOH O
Acide fukiique, mélange racémique Acide L-chicorique

Figure 29 : Acide fukiique (rac-85) et I’acide chicorique

L’acide fukiique a été testé sous forme racémique, sur 1’ensemble des réactions
catalysées par l'intégrase et les résultats ont été comparés a ceux obtenus pour 1’acide L-
chicorique (L-CA) et I’acide D-chicorique (D-CA). Son activité antivirale et sa cytotoxicité
ont été évaluées sur cellules MT-4.

Les tests différent selon les laboratoires avec la présence ou ’absence de sérum

albumine bovine (bovine serum albumine (BSA)).

L’unité des Clsg est le micromolaire (uM).
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Tableau 10 : Activités de I’acide fukiique

Composeé Inhibition de I’intégrase Cellules MT-4
Clso CEso CCso
L-CA 0,2+0,2 12,748.5 115421
D-CA 0,3+£0,02 10,9+6,5 111425
acide fukiique racémique 0,25+0,02 >22 22+0,02
17.0+0,02%

a : BSA ajoutée en cours de réaction

En général, les molécules renfermant un (ou plusieurs) motifs catéchol présentent des

ClIs en présence de BSA de 50 a 100 fois supérieure aux Clsy observées en absence de BSA.

Ceci pourrait étre attribué a la capacité de la BSA a piéger les polyphénols.”

Les résultats reportés dans le tableau 10 indiquent que 1’acide fukiique et 1’acide

chicorique présentent des activités similaires contre 1’intégrase mais une toxicité différente.

L’acide fukiique est 5 fois plus toxique que I’acide chicorique et sa forte toxicité n’a pas

permis 1’évaluation de son activité antivirale contre la réplication du virus.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La recherche de traitements contre le SIDA constitue actuellement une des priorités de
la recherche médicale. En effet, méme si les trithérapies permettent d’obtenir de bons
résultats, les traitements sont lourds et le virus commence a développer des résistances a ces
combinaisons d’inhibiteurs de la transcriptase inverse et de la protéase. La mise sur le marché
du Fuzeon®, inhibiteur de fusion, en 2003 a constitué¢ un immense espoir pour les malades en
échec thérapeutique mais la recherche d’inhibiteurs ciblant d’autres étapes du cycle réplicatif
demeurait essentielle. Au cours de ce travail, deux inhibiteurs de 1’intégrase sont entrés en
essais cliniques de phase avancée, le raltegravir (MK-0518) et I’elvitegravir (GS-9137, JTK-
303). Ces composés semblent treés efficaces, faciles d’utilisation et dénués d’effets

indésirables apparents.

Dans le cadre de cette étude, nous avons synthétisé des polyphénols d’origine
naturelle : la partie acide de I’acide salvianolique D a ét¢ obtenu en 8 étapes avec un
rendement global de 22%, la partie acide de ’acide salvianolique E a été obtenu en 11 étapes
avec un rendement global de 20%. Lors de cette synthése, nous avons obtenu un composé
tétracyclique en méme temps que la partie acide de I’acide salvianolique E avec un rendement
global de 21%. Deux dérivés de la sagecoumarine ont été synthétisés selon le méme mode
opératoire en 6 étapes avec un rendement global de 6% pour le premier composé et de 5%
pour le second. L’acide fukiique a été synthétisé en 6 étapes avec un rendement global de 7%.

Les synthéses du tournefolal, des acides tournefoliques A et B ne sont pas encore achevées.

Ces molécules ont été testées sur I’intégrase du VIH-1, cible pour laquelle il n’existe
encore aucun médicament approuvé par la FDA. Les deux dérivés de la sagecoumarine
présentent des activités anti-intégrase 1égérement supérieure au micromolaire alors que celles
des parties acide des acides salvianolique D et E, du composé tétracyclique et de 1’acide
fukiique sont sub-micromolaires.

Il n’y a pas d’activité antivirale pour toutes les molécules synthétiséesmais la toxicité de ces

molécules est relativement faible.
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Les perspectives de ce travail sont de terminer les synthéses du tournefolal, de 1’acide

tournefolique A et B et de tester ces molécules sur intégrase du VIH-1.

Par la suite, il sera intéressant d’essayer de synthétiser des molécules aussi actives sur
intégrase, aussi peu toxiques mais présentant une activité antivirale. Pour cela, on pourra
envisager de modifier la lipophilie des molécules, notamment en introduisant une fonction

amide, ester....

La synthése de dérivés de la molécule tétracyclique rac-49 pourra étre aussi envisagée

pour établir des relations de structure-activités.

On pourra enfin tester ces molécules sur d’autres cibles biologiques : comme par
exemple sur I’inhibition de 1’agrégat de protéines tels que 1’a-synucléine qui intervient dans
la maladie de Parkinson ou la B-amyloide qui intervient dans la maladie d’Alzheimer ; ou sur

d’autres enzymes telles que I’aldoréductase qui intervient dans le diabéte.
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GENERALITES

Les solvants de réaction sont préalablement séchés et distillés, si nécessaire.

Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont été effectuées sur gel de silice

MERCK, KIESELGEL 60 GF;s4, et révélées sous rayonnement UV a 254 nm.

Les chromatographies sur colonne pour la purification des produits ont été réalisées

avec de la silice SI 60 (MERCK) de granulométrie 0,07-0,23 mm.

Les points de fusion ont été déterminés au moyen d’un appareil numérique de points

de fusion ELECTROTHERMAL et n’ont pas été corrigés.

Les spectres RMN ont été réalisés a I’aide de spectrometres BRUKER AC 300 (300
MHz pour les spectres 'H et 75 MHz pour les spectres °C) ou AC 200 (200 MHz pour les
spectres 'H et 50 MHz pour les spectres °C). les déplacements chimiques sont exprimés en
partie par million (ppm) par rapport au TMS pris comme étalon interne. Les constantes de
couplage (J) sont données en Hertz et en valeur absolue. Les symboles adoptés pour
I’interprétation des spectres sont : s pour singulet ; d pour doublet ; t pour triplet; q pour

quadruplet ; m pour multiplet.

Les analyses ¢lémentaires des composés non décrits dans la littérature ont été
effectuées au service central d’analyses du CNRS (Vernaison). Les spectres de masse haute
résolution ont été enregistrés sur un spectrometre Apex Qe 9,4T Bruker Deltonics source

monoelectrospray, mode position négatif.

Les spectres de masse en impact é€lectronique ont été réalisés a 1’aide d’un
spectrometre ThermoFinnigan PolarisQ fonctionnant a 70 eV. Les spectres a 60 eV ont été
réalisés sur un spectrometre quadripolaire RIBERMAG R10-10. Les spectres de masse en
« Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation — Time of Flight » (MALDI-TOF) ont été
réalisés sur un spectrometre Voyager DE STR (Applied Biosystems). Le spectre de masse en

« ElectroSpray Ionization » (ESI) a été enregistré sur un spectrometre Micromass Quattro II.
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A. Synthese des acides salvianoliques D et E

1. Synthése du 3-allyloxy-4-méthoxybenzaldéhyde, 2

CHO (‘3HO
K,CO3 / acétone | X
5 =
OH Br/\/ o 7
OMe OMe

Dans un ballon de 100 mL, on place I’isovanilline (32,9 mmol, 5 g), le carbonate de
potassium (36,2 mmol, 5 g) et le bromure d’allyle (41,3 mmol, 5 g) dans de I’acétone anhydre
(20 mL).

Apres 3 h de reflux, on filtre la solution.

Apres évaporation du solvant sous vide, on obtient une huile jaune.

3-allyloxy-4-méthoxybenzaldéhyde (2)

CHO
C11H1203 (M =192,21 g/mol)
o F Rendement = 99%
OMe Huile jaune1

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,80 ppm (s, 3H, OMe); 4,55 ppm (dt, 2H, *J = 1,4 Hz, °J =
5,4 Hz, CHy); 5,17 ppm (dq, 1H, 2T =*J = 1,4 Hz, *Jis = 10,2 Hz); 5,29 ppm (dq, 1H, *J="*J =
1,4 Hz, *Jyans = 17,9 Hz); 5,99 ppm (tdd, 1H, *J = 5,4 Hz, *Jss = 10,2 Hz, *Jyans = 17,9 Hz,
=CH); 6,83 ppm (d, 1H, ) = 8,3 Hz); 7,25 ppm (d, 1H, 4= 1,9 Hz); 7,31 ppm (dd, 1H, 3 =
8,3 Hz, *J= 1,9 Hz); 9,61 ppm (s, |H, CHO).
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2. Syntheése de la 2-allylisovanilline, 3

CHO CHO
=
7 .
O/\/ reflux = OH
OMe OMe

On place le 3-allyloxy-4-méthoxybenzaldéhyde (6,2 g, 32,25 mmol) dans un ballon de
100 mL, et on ajoute du diméthylacétamide (DMA, 9,1 mL) et on chauffe a 185 °C pendant
10 h.

Apres refroidissement, on ajoute de 1’éther (200 mL) et on extrait avec de la soude 2N
(3 x 25 mL). On acidifie ensuite la phase aqueuse avec de I’acide chlorhydrique 36% et on
extrait avec de 1’acétate d’éthyle (5 x 30 mL). Les phases organiques sont rassemblées et

séchées sur sulfate de sodium.

Apres évaporation sous vide des solvants organiques, on obtient une huile marron.

2-allylisovanilline (3)

CHO

_ C11H 1203 (M =192,21 g/mol)
AN
| )\ Rendement = 90%
| OH
OMe

. 1
Huile marron

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,80 ppm (d, 2H, *J = 5,9 Hz, CH,); 3,95 ppm (s, 3H, OMe);
5,00 ppm (m, 2H); 5,81 ppm (s éL., 1H); 6,05 ppm (tdd, 1H, *J = 6,0 Hz, *Js = 10,5 Hz, *Jirans
= 16,5 Hz, =CH); 6,83 ppm (d, 1H,*J = 8,3 Hz); 7,41 ppm (d, 1H, *J = 8,3 Hz); 10,05 ppm (s,
1H, CHO).
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3. Synthése du 2-allyl-3-hydroxymeéthyl-6-méthoxyphénol, 4

OH
CHO

NaBH,

OH MeOH OH
OMe OMe

On introduit la 2-allylisovanilline (5,6 g, 29,1 mmol) dans un ballon de 100 mL et on
la dissout dans du méthanol (150 mL). On refroidit le mélange a 0 °C et on ajoute du
borohydrure de sodium (29,1 mmol, 1,1 g). On agite a 0 °C pendant 1 h puis a température
ambiante pendant environ 3 h.

On ajoute une solution saturée de (10 mL) et on extrait avec de I’acétate d’éthyle (3 x
25 mL). Les phases organiques sont rassemblées et séchées sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant sous pression réduite, on obtient un solide marron.

2-allyl-3-hydroxyméthyl-6-méthoxypheéenol (4)

OH
P C12H1403 (M = 194,23 g/rnol)
Rendement = 89%
OH Solide marron
OMe |
Te= 83-84 °C (lit.” 85-86 °C)

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,53 ppm (dt, 2H, *J = 1,6 Hz, *J = 5,7 Hz, CH,); 3,85 ppm (s,
3H, OMe); 4,61 ppm (s, 2H, CH»); 4,99 ppm (m, 2H); 6,11 ppm (m, 1H); 6,71 ppm (d, 1H, 3y
= 8,5 Hz); 6,89 ppm (d, 1H, *J = 8,5 Hz).
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4. Synthése du 3-acétoxy-1l-acetoxymeéthyl-2-allyl-4-méthoxybenzéne,

o

OH OAc

= ACZO =

| OH Pyridine | OAcC
OMe OMe

Le 2-allyl-3-hydroxyméthyl-6-méthoxyphénol (5 g, 25,75 mmol) est dissout dans de la
pyridine (4,8 équivalents, 10 mL) et on ajoute de ’anhydride acétique (2,5 équivalents, 6
mL). On agite a température ambiante pendant 2 h.

On ajoute de I’acétate d’éthyle (50 mL), on extrait avec de la soude 1 N (2 x 20 mL)
puis avec de 1’acide chlorhydrique 1 N (2 x 15 mL). Les phases organiques sont rassemblées
et séchées sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient une huile

marron.

3-acetoxy-1-acétoxyméthyl-2-allyl-4-méthoxybenzene (5)

OAc
_ Ci5sH50s (M = 278,30 g/l’l’lOl)
Rendement = 75%
OAc Huile marron 2
OMe

RMN *H (CDCls3, 200 MHZz) : 2,05 ppm (s, 3H, OAc); 2,32 ppm (s, 3H, OAc); 3,35 ppm (d,
2H, 3= 5,7 Hz, CHy); 3,81 ppm (s, 3H, OMe); 5,01 ppm (m, 2H, CH,); 5,11 ppm (s, 2H);
5,82 ppm (m, 1H); 6,81 ppm (d, 1H, *J = 8,3 Hz); 7,23 ppm (d, 1H, *J = 8,3 Hz).
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5. Synthése de I’acide (2-acétoxy-6-acétoxymeéthyl-3-
méthoxy)phénylacétique, 6

OAc OAc
Z KMno, | " “COOH
=
OAc AcOH / H,0 OAc
OMe OMe

Le 3-acétoxy-1-acétoxyméthyl-2-allyl-4-méthoxybenzene (5,3 g, 19,05 mmol) est
dissout dans 82 mL d’acide acétique et 27 mL d’eau. On refroidit entre 0 °C et 5 °C et on
ajoute du permanganate de potassium (5 €équivalents, 15 g) sans dépasser 5 °C. On laisse
agiter a cette température pendant 2 h puis a température ambiante pendant environ 48 h.

On verse le mélange dans 350 mL d’eau et on ajoute du bisulfite de sodium solide
pour réduire le permanganate en exces.

On filtre et on extrait la solution avec de I’acétate d’éthyle (4 x 25 mL), puis on extrait
la phase organique avec de 1’hydrogénocarbonate de sodium 0,5 N (2 x 20 mL). On récupére
la phase aqueuse et on 1’acidifie avec de I’acide chlorhydrique concentré. Aprés extraction
avec de l’acétate d’éthyle (3 x 25 mL), séchage sur sulfate de sodium et enfin apres

évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient un solide blanc.

acide 2-acétoxy-6-acetoxymeéthyl-3-méthoxyphénylacétique (6)

OAc
C12H1205 (M = 212,20 g/mol)

COOH | Rendement = 52%
OAc Solide blanc

OMe 2
Tr=100-101 °C (lit.”99-101 °C)

RMN 'H (CDCls, 200 MHz) : 2,01 ppm (s, 3H, OAc); 2,31 ppm (s, 3H, OAc); 3,68 ppm (s,
2H); 3,85 ppm (s, 3H, OMe); 5,11 ppm (s, 2H); 6,89 ppm (d, 1H, 3= 8,5 Hz); 7,25 ppm (d,
1H, °7 = 8,5 Hz).
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6. Synthése de la 5-hydroxy-6-méthoxyisochroman-3-one, 7

OAc o__0O

f

| "Sy" "COOH  KOH / MeOH
Z0oAc OH

OMe OMe

L’acide 2-acétoxy-6-acétoxyméthyl-3-méthoxyphénylacétique (2,1 g, 9,9 mmol) est
dissout dans 50 mL d’une solution constituée de 10% de potasse dans du méthanol et on laisse
agiter a température ambiante pendant 24 h.

On évapore le méthanol sous pression réduite et on dissout le résidu dans un peu d’eau
(15 mL). On acidifie le mélange avec de I’acide chlorhydrique 3N et on extrait avec de
I’acétate d’éthyle (3 x 20 mL). Les phases organiques sont rassemblées et séchées sur sulfate
de sodium.

Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient un solide

marron.

5-hydroxy-6-méthoxyisochroman-3-one (7)

00 Ci0H1004 (M = 194,18 g/mol)
Rendement = 80%
OH Solide marron
OMe Tr=100-101 °C (lit.* 103-104 °C)

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,75 ppm (s, 2H, CH,); 3,91 ppm (s, 3H, OMe); 5,27 ppm (s,
2H, CH,); 6,73 ppm (d, 1H, *J = 8,2 Hz); 6,79 ppm (d, 1H, *J = 8.2 Hz).
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7.Synthése de la  4-(3,4-diméthoxybenzylidéne)-5-hydroxy-6-

méthoxy-isochroman-3-one, 30

0.__0
Vératraldéhyde \iw -

OH pyridine / pipéridine OH OMe
OMe OMe

Dans un ballon de 100 mL, on place la 5-hydroxy-6-méthoxyisochroman-3-one (1,5 g,
7,7 mmol) et du vératraldéhyde (7,7 mmol, 1,3 g) et on ajoute 9 mL de pyridine et 1,1 mL de
pipéridine. On chauffe a 100 °C environ pendant 24 h. On ajoute du dichlorométhane (30 mL)
et on effectue des lavages a I’acide chlorhydrique concentré (2 x 20 mL) puis on purifie le
produit sur colonne (silice normale, ¢luant: 50% hexane / 50% acétate d’éthyle, % v/v).

Aprées évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient des cristaux

jaune.

4-(3,4-diméthoxybenzylidene)-5-hydroxy-6-méthoxy-isochroman-3-one (30)

o.__0O
C19H1806 (M = 342,34 g/mol)

X QOMe Rendement = 25%

OH OMe Solide jaune’
OMe

Le spectre 'H montre 1’existence de 2 stéréoisoméres (’isomére E étant majoritaire a

80%). Nous ne reportons ici que les déplacements chimiques de I’isomére majoritaire.

En vue d’évaluer la faisabilité des étapes suivantes, nous n’avons pas séparé les
stéréoisomeres. Cette séparation sera envisagée si une purification ultérieure s’avere délicate

(voire impossible).
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RMN 'H (CDCls, 200 MHz) : 3,64 ppm (s, 3H, OMe); 3,893 ppm (s, 3H, OMe); 3,896 ppm
(s, 3H, OMe); 5,18 ppm (s, 2H); 5,89 ppm (s él., 1H); 6,81 ppm (d, 1H, °J = 8,3 Hz); 6,86
ppm (d, 2H, 3 = 8,3 Hz); 6,95 ppm (d, 1H, 4= 1,9 Hz); 7,05 ppm (dd, 1H, 3= 8,3 Hz, 4=
1,9 Hz); 7,75 ppm (s, 1H).

RMN *3C (CDCls, 50 MHz) : 55,4 ppm (q); 55.8 ppm (q); 56,3 ppm (q); 69,2 ppm (t); 109,8
ppm (d); 110,4 ppm (d); 111,9 ppm (d); 116,4 ppm (d); 117,9 ppm (s); 119 ppm (s); 124,1
ppm (d); 126,4 ppm (s); 128,3 ppm (s); 138,8 ppm (d); 142,2 ppm (s); 146,9 ppm (s); 148,1
ppm (s); 150,4 ppm (s); 170,2 ppm (s).

8. Synthése du 2-(2-hydroxy-6-hydroxyméthyl-3-méthoxyphényl)-3-
(3,4-diméethoxyphényl)propénoate de méthyle, 31

HO
0.0 CO,Me
N
QOMe MeONa / MeOH =
N
OH OMe OH //
OMe OMe OMe
MeO

On dissout le 4-(3,4-diméthoxybenzylidéne)-5-hydroxy-6-méthoxy-isochroman-3-one
(0,7 g, 2,05 mmol) dans 10 mL de méthanol et on ajoute du méthylate de sodium (1,5
équivalents, 0,07 g). On chauffe a reflux pendant 24 h. On évapore le méthanol et on dissout
le résidu dans 10 mL d’eau. On acidifie la solution avec une solution d’acide chlorhydrique
3N et on I’extrait avec de 1’acétate d’éthyle (3 x 15 mL). Les phases organiques sont
rassemblées et séchées sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient des cristaux

jaune pale.
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2-(2-hydroxy-6-hydroxyméthyl-3-méthoxyphényl)-3-(3,4-
diméthoxyphényl)propénoate de méthyle (31)

C20H2207 (M = 374,38 g/mol)
Rendement = 91%
Solide jaune pale'”

Tr=93°C

Ce produit est obtenu sous la forme d’un seul stéréoisomére. Le déplacement chimique

du proton éthylénique est conforme a une stéréochimie E.

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,44 ppm (s, 3H, OMe); 3,85 ppm (s, 3H, OMe); 3,91 ppm (s,
6H, OMe); 4,33 ppm (d, 1H, *J = 12,2 Hz); 4,46 ppm (d, 1H,*J = 12,2 Hz); 6,55 ppm (d, 1H,
‘Y =1,9 Hz); 6,74 ppm (d, 1H, *J = 8,3 Hz); 6,87 ppm (dd, 1H, *J = 8,3 Hz, *J = 1,9 Hz); 6,91
ppm (d, 1H, *J = 8,3 Hz); 7,05 ppm (d, 1H ,*J = 8,3 Hz); 8,05 ppm (s, 1H).

RMN C (CDCls, 50 MHZz) : 54,6 ppm (q); 55,3 ppm (q); 55,35 ppm (q); 55,6 ppm (q); 62,7
ppm (t); 110,2 ppm (d); 110,8 ppm (d); 110,9 ppm (d); 120,0 ppm (d); 121,95 ppm (d);
122,55 ppm (s); 125,1 ppm (s); 126,85 ppm (s); 132 ppm (s); 142,9 ppm (d); 143,0 ppm (s);

146,1 ppm (s); 148,1 ppm (s); 150,2 ppm (s); 171,7 ppm (s).

9. Syntheése du (2,3-diméthoxyphényl)methanol, 12

OMe
MeO CHO MeO
NaBH,4 OH
MeOH

A une solution de 2,3-diméthoxybenzaldéhyde (5 g, 30,1 mmol) dans du méthanol (20

mL) est ajouté lentement du borohydrure de sodium (1,1 équivalents, 1,25 g).
Apres 1 heure d’agitation, le solvant est évaporé sous pression réduite. On ajoute de
I’eau (10 mL) et on extrait avec du dichlorométhane (3 x 25 mL). Les phases organiques sont

rassemblées et séchées sur sulfate de sodium.
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Apres évaporation du solvant sous pression réduite, on obtient une huile marron.

(2,3-diméthoxyphényl)méthanol (12)

OMe
MeO._ )\WOH CoH1203 (M = 168,19 g/mol)
u Rendement = 99%

Huile marron®

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,86 ppm (s, 3H, OMe); 3,87 ppm (s, 3H, OMe); 4,68 ppm (s,
2H, CH,); 6,85-6,94 ppm (m, 2H); 7,01-7,06 ppm (m, 1H).

10. Synthése du 1-bromo-2-bromomeéthyl-3,4-diméthoxybenzéne, 18

OMe OMe

MeO
MeO O/\OH Br, \C[\Br
= CHCl5 Br

A une solution du (2,3-diméthoxyphényl)méthanol (5 g, 29,7 mmol) dans le

chloroforme (30 mL) refroidie a 0 °C est ajouté du brome goutte a goutte (2 équivalents, 3
mL).

Apres 10 h d’agitation, on évapore le solvant sous pression réduite.

Une chromatographie sur colonne de silice du résidu (€luant : 70% hexane / 30%

acétate d’éthyle, % v/v) donne le produit sous forme d’un solide blanc.
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1-bromo-2-bromométhyl-3,4-diméthoxybenzéne (18)

OMe
MeO CoH100,Br, (M = 309,98 g/mol)
B
' Rendement = 85%
Br Solide blanc

Te=72-73 °C (lit.” 74 °C)

RMN *H (CDCls, 300 MHz) : 3,78 ppm (s, 3H, OMe); 3,90 ppm (s, 3H, OMe); 4,64 ppm (s,
2H, CHy); 6,71 ppm (d, 1H, *J = 8,8 Hz); 7,2 ppm (d, 1H, *J = 8,8 Hz).

11. Synthése du (6-bromo-2,3-diméthoxyphényl)acétonitrile, 19

OMe OMe
Meo\MBr KCN / Kl MeO\CE\CN
MBr acétone / H,0 Br

A une solution du 1-bromo-2-bromométhyl-3,4-diméthoxybenzéne (7,8 g, 25,2 mmol)

dans de I’acétone (100 mL) et de I’eau (50 mL), est ajouté du cyanure de potassium (KCN) (1
équivalent, 1,9 g) et une quantité catalytique d’iodure de potassium (0,03 g).

Aprés 10 h de reflux, le mélange est concentré sous pression réduite puis extrait au
dichlorométhane. Les phases organiques sont rassemblées, lavées avec de la saumure (2 x 10
mL) et séchées sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant sous pression réduite, on obtient un solide blanc.
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(6-bromo-2,3-diméthoxyphényl)acetonitrile (19)

OMe
MeO._ @ CNI C1oH190-NBr (M = 256,10 g/mol)
| gy Rendement = 99%
Solide blanc
Ts=69-70 °C (1it.* 70 °C)

RMN *H (CDCl3, 200 MHz) : 3,85 ppm (s, 3H, OMe); 3,87 ppm (s, 3H, OMe); 3,94 ppm (s,
2H, CH,); 6,81 ppm (d, 1H, *J = 8,7 Hz); 7,28 ppm (d, 1H, *J = 8,7 Hz).

12. Synthése de I’acide 6-bromo-2,3-diméthoxyphénylacétique, 20

OMe OMe

B EtOH MBI’

r

Un mélange du (6-bromo-2,3-diméthoxyphényl)acétonitrile (6,3 g, 24,6 mmol) dans
une solution d’éthanol (20 mL) et de soude 2N (70 mL) est porté a reflux pendant 10 h.

Apres évaporation sous pression réduite du solvant organique, le mélange est acidifié
avec de I’acide chlorhydrique concentré puis extrait avec de 1’acétate d’éthyle (3 x 20 mL).
Les phases organiques sont rassemblées et extraites avec une solution d’hydrogénocarbonate
de sodium IN (3 x 15 mL). Les phases aqueuses sont rassemblées, acidifiées avec une
solution d’acide chlorhydrique 3N. On extrait avec de 1’acétate d’éthyle (3 x 15 mL). Les
phases organiques sont rassemblées, lavées avec de I’eau (2 x 15 mL) puis séchées sur sulfate
de sodium.

Apres évaporation du solvant sous pression réduite, on obtient un solide blanc.
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acide 6-bromo-2,3-diméthoxyphéenylacétique (20)

OMe C1oH1104Br (M = 275,10 g/mol)
MeO X
\@COOH Rendement = 77%
P
Br Solide blanc
Te= 135-136 °C (lit. 136 °C)

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,83 ppm (s, 3H, OMe); 3,85 ppm (s, 3H, OMe); 3,92 ppm (s,
2H, CH,); 6,77 ppm (d, 1H, ] = 8,7 Hz); 7,27 ppm (d, 1H, *J = 8,7 Hz).

13. Synthése du (6-bromo-2,3-diméthoxyphényl)acétate de méthyle,
21

OMe OMe

MeO MeO
© \ij?COOH sSocCl, € \ircoom
=
B MeOH B

r r

A une solution refroidie d’acide 6-bromo-2,3-diméthoxyphénylacétique (5,2 g, 18,9
mmol) dans du méthanol (30 mL), on ajoute goutte a goutte du chlorure de thionyle (2
équivalents, 37,8 mmol, 2,8 mL).

Apres 10 h de reflux, le méthanol est évaporé sous pression réduite. On dissout le
résidu dans un peu d’eau (10 mL) et on extrait au dichlorométhane (3 x 15 mL). Les phases
organiques sont rassemblées et séchées sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant sous pression réduite, on obtient un solide blanc.
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(6-bromo-2,3-diméthoxyphényl)acétate de méthyle (21)

C11H1304Br (M = 289,12 g/mol
Meox/\COOMe 11H1304Br ( g/mol)
_ Rendement = 95%

Solide blanc
Tr=51-53 °C

Br

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,71 ppm (s, 3H, OMe); 3,81 ppm (s, 3H, OMe); 3,84 ppm (s,
3H, OMe); 3,87 ppm (s, 2H, CH,); 6,75 ppm (d, 1H, 37=289 Hz); 7,25 ppm (d, 1H, 3 = 8,9
Hz).

14. Synthese du 2-allyl-3,4-diméthoxybenzaldéhyde, 22

CHO CHO

X ~ Mel | DMF =
|

‘/ OH K2CO3 OMe

OMe OMe

A une solution de 2-allylisovanilline (5,6 g, 29,2 mmol) dans le diméthylformamide
(34 mL) sont ajoutés du carbonate de potassium (8,65 g, 62,7 mmol) et de I’iodure de méthyle
(6,6 g, 2,9 mL, 46,6 mmol). Le brut réactionnel est agité¢ a température ambiante pendant 10
h, puis de I’eau (40 mL) est versée. Apres extraction avec de I’éther (3 x 25 mL), on lave la
phase organique avec une solution de soude 2N (2 x 10 mL).

Apres séchage de la phase organique et évaporation du solvant sous pression réduite,

on obtient une huile marron.
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2-allyl-3,4-diméthoxybenzaldehyde (22)

CHO

OMe

OMe

C12H14O3 (M = 206,24 g/mol)
Rendement = 91%

Huile marron*

RMN 'H (CDCls, 200 MHz) : 3,80 ppm (s, 3H, OMe); 3,82 ppm (td, 2H, °J = 5,27 Hz, *J =
1,9 Hz, CH,); 3,95 ppm (s, 3H, OMe); 5,00 ppm (m, 2H); 6,05 ppm (m, 1H, CH=); 6,90 ppm
(d, 1H, 3= 8,6 Hz); 7,61 ppm (d, 1H, 3= 8,6 Hz); 10,05 ppm (s, 1H, CHO).

RMN 3C (CDCl3, 50 MHz) : 28,4 (t); 55,9 (q); 60,5 (q); 109,7 (d); 115,2 (d); 1277 (s); 129
(d); 135,7 (s); 137 (d); 147 (s); 157,2 (s); 190,5 (d).

Microanalyses : Pour Ci,H405: Calculé : C, 69,88; H, 6,84; O, 23,27
Trouvé : C, 69,44; H, 6,96; O, 23,39.

SM (impact électronique) : m/z (%)= 206 ([M™], 50%); 191 (100%); 190 (15%); 175

(32%): 115 (16%); 91 (27%).

15. Synthése du 2-allyl-3,4-diméthoxy-1-(diméthoxyméthyl)benzene,

23

CHO

OMe

A\

(X

OMe

HC(OMe)3

MeO

NH,Cl / MeOH

OMe

v

N

=
OMe

OMe

Un mélange de 2-allyl-3,4-diméthoxybenzaldéhyde (5,45 g, 26,4 mmol),

d’orthoformiate de triméthyle (5,62 g, 5,8 mL, 52,8 mmol) et une quantité catalytique (ca. 0,1

g) de NH4Cl dans le méthanol (54 mL) est porté a reflux pendant 2 h.
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Apres refroidissement a température ambiante, le mélange est versé dans une solution
glacée de soude 2N (35 mL) puis extrait rapidement avec de 1’éther (3 x 25 mL).

L’évaporation du solvant sous pression réduite nous donne une huile marron.

2-allyl-3,4-diméthoxy-1-(diméthoxymethyl)benzéne (23)

MeO OMe
C14H2()O4 (M = 252,31 g/mol)
=
Rendement = 86%
OMe Huile marron*
OMe

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,26 ppm (s, 6H, OMe); 3,50 ppm (td, 2H, *J = 5,3 Hz, ‘] =
1,6 Hz, CHy); 3,76 ppm (s, 3H, OMe); 3,83 ppm (s, 3H, OMe); 4,95 ppm (m, 2H); 5,35 ppm
(s, 1H); 5,95 ppm (m, 1H, CH=); 6,77 ppm (d, 1H, °J = 8,6 Hz); 7,25 ppm (d, 1H, *J = 8,6
Hz).

RMN C (CDCls, 50 MHz) : 23,4 (t); 47 (q, 2 x OCH3); 49,3 (q); 54,4 (q); 95,2 (d); 103.,4
(d); 108,6 (d); 116,1 (d); 122,8 (s); 125,7 (s); 131 (d); 141 (s); 146,5 (s).

Microanalyses : Pour C4H,004: Calculé : C, 66.65; H, 7.99; O, 25.37
Trouvé : C, 66.45; H, 7.57; O, 25.20.

SM (impact électronique) : m/z (%)= 252 (IM™°], 6%); 221 ([M-OCH;]™, 33%); 206
(36%); 191 (82%); 189 (100%); 188 (32%); 175 (36%); 174 (77%); 149 (38%).

16. Synthése de I’acide (2,3-diméthoxy-6-formylphényl)acétique, 24

MeO OMe CHO
= NalO, / KMnO, COOH
OMe K,CO3, 'BUOH / H,0 OMe
OMe OMe
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A une solution de 2-allyl-3,4-diméthoxy-1-(diméthoxyméthyl)benzéne (5,7 g, 22,6
mmol) dans le tertiobutanol (40 mL) est ajoutée une solution de K,CO; (9,4 g, 67,9 mmol)
dans de I’eau (79 mL). A cette suspension sont ajoutés du périodate de sodium (20,1 g, 67,9
mmol) et du permanganate de potassium (2,9 g, 18,1 mmol). On agite pendant 4 h a
température ambiante. On lave le mélange avec de 1’acétate d’éthyle et la phase organique est
mise de coté. On acidifie la phase aqueuse avec de I’HCI 3N et on ’extrait avec de 1’acétate
d’éthyle (5 x 30 mL). Les phases organiques sont rassemblées et séchées sur sulfate de
sodium.

Apres évaporation du solvant sous pression réduite, on obtient une huile marron.

acide (2,3-diméthoxy-6-formylphényl)acétique (24)

CHO

X" COOH C11H;205 (M = 224,21 g/mol)
| ¥ OMe Rendement = 77%

\

OMe Huile marron

RMN *H (CDCl3, 200 MHz) : 3,75 ppm (s, 3H, OMe); 3,88 ppm (s, 3H, OMe); 4,12 ppm (s,
2H, CH,); 6,85 ppm (d, 1H, J = 8,3 Hz); 7,50 ppm (d, 1H, *J = 8,3 Hz); 9,8 ppm (s, 1H,
CHO).

RMN C (CDCls, 50 MHz) : 31,3 (t); 56,1 (q); 61,1 (q); 110,7 (d); 128,3 (s); 129.3 (s);
132,9 (d); 148,3 (s); 157,6 (s); 177 (s); 192,2 (d).

Microanalyses : Pour C;;H,0s: Calculé : C, 58.93; H, 5.39; O, 35.68
Trouvé : C, 58.67; H, 5.25; O, 35.90.

SM (impact électronique) : m/z (%) = 194 ([M-CH,0]"°, 38%); 180 (20%); 179 (100%); 91
(15%).
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17. Synthése du (2,3-diméthoxy-6-formylphényl)acétate de méthyle,
10

CHO CHO

COOH SocCl, COOMe

OMe MeOH OMe
OMe OMe

On dissout I’acide (2,3-diméthoxy-6-formylphényl)acétique (3,9 g, 17,4 mmol) dans
du méthanol (28 mL) et on ajoute goutte a goutte du chlorure de thionyle (1,5 équivalents,
26,1 mmol, 3,1 g, 1,9 mL).

Apres 1,5 h d’agitation, on évapore le solvant sous pression réduite. On dissout le
résidu dans du dichlorométhane et on effectue des lavages a I’eau (20 mL) puis a la saumure
(15 mL). La phase organique est séchée sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient une huile

marron.

(2,3-diméthoxy-6-formylphényl)acétate de méthyle (10)

CHO

‘ p—
‘ S COOMe C12H1405 (M 238,24 g/mol)

P Rendement = 96%
OMe

OMe Huile marron®

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,67 ppm (s, 3H, OMe); 3,80 ppm (s, 3H, OMe); 3,95 ppm (s,
3H, OMe); 4,18 (s, 2H, CH,); 7,00 ppm (d, 1H, *J = 8,6 Hz); 7,58 ppm (d, 1H, °J = 8.6 Hz);
9,90 ppm (s, 1H, CHO).

164

© 2009 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



These de Clémence Queffelec, Lille 1, 2007

Partie expérimentale

18. Synthese de I’acide 3-[3,4-diméthoxy-2-(2-méthoxy-2-
oxoéthylphényl]acrylique, 25

COOH
CHO “
i)\wCOOMeHOOC\/COOH ‘\ COOMe
P R

7 SoMme Pyridine / pipéridine > “OMe
OMe OMe

On dissout le (2,3-diméthoxy-6-formylphényl)acétate de méthyle (3,9 g, 16,4 mmol)
dans de la pyridine (150 mL) et on ajoute de 1’acide malonique (3,55 g, 34,13 mmol) et
quelques gouttes de pipéridine. On porte a reflux le mélange réactionnel pendant 10 h puis on
le verse dans un exces d’HCI N (200 mL). On extrait le mélange avec de 1’acétate d’éthyle (2
x 25 mL). Les phases organiques sont rassemblées et séchées sur sulfate de sodium.

L’évaporation du solvant sous pression réduite nous donne un solide marron.

acide 3-[3,4-diméthoxy-2-(2-méthoxy-2-oxoéthyl)phényl]acrylique (25)

= C14H1606 (M = 280,27 g/mol)
Rendement = 94%
_ Solide marron

OMe Te=158-160 °C

RMN 'H (CDCIs, 200 MHz) : 3,70 ppm (s, 3H); 3,82 ppm (s, 3H); 3,88 ppm (s, 2H); 3,91
ppm (s, 3H); 6,29 ppm (d, 1H, 3 = 15,6 Hz); 6,9 ppm (d, 1H, 3 = 8,9 Hz); 7,42 ppm (d, 1H,
3J=8,9 Hz); 7,92 ppm (d, 1H, °J = 15,6 Hz).
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19. Synthése de la partie acide de I’acide salvianolique D, 26

COOH COOH
= _
COOMe BBr3/ CH,Cl, ‘ N COOH
H,0
OMe 2 ZN0oH
OMe OH

On dissout I’acide 3-[3,4-diméthoxy-2-(2-méthoxy-2-oxoéthyl)phényl]acrylique (4,4
g, 15,7 mmol) dans du dichlorométhane (20 mL) et on ajoute du tribromure de bore (solution
1,0 M dans du CH,Cl,, 4 équivalents, 63 mL) goutte a goutte a température ambiante. Aprés
24 h d’agitation, on ajoute goutte a goutte de I’eau (70 mL).

Un solide marron apparait rapidement. La filtration de ce solide nous donne le produit

final.

Partie acide de I’acide salvianolique D (26)

COOH
= C14H1(,O6 (M = 280,27 g/mol)
Rendement = 45%
COOH
Solide marron
OH
OH Ty > 400 °C (décomposition)

RMN 'H (CD3COCD3;, 200 MHz) : 4,09 ppm (s, 2H); 6,29 ppm (d, 1H, *J = 16,1 Hz); 6,96
ppm (d, 1H, 3) = 8,5 Hz); 7,38 ppm (d, 1H, 3) = 8,5 Hz); 7,58 ppm (d, 1H, 3) = 16,1 Hz).

RMN *C (CD3;COCDs3, 50 MHz) : 32,9 (t); 116,4 (d); 117,9 (d); 121,5 (s); 124,7 (d); 125,7
(s); 140,9 (d); 141,4 (s); 142,9 (s); 167,6 (s); 173,9 (s).

Microanalyses : Pour C;;H;0O¢: Calculé : C, 55.47; H, 4.23; O, 40.30
Trouvé : C, 55.87; H, 4.61; O, 40.57.
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SM (impact électronique) : m/z (%) = 220 ([M-H,0]"°, 46%); 176 (100%, [M-H,0-CO,]"°);
148 (45%); 147 (50%); 146 (20%); 119 (31%); 91 (46%).

20. Synthese du (2,3-diméthoxy-6-diméthoxymeéthylphényl)acétate de

méthyle, 34
CHO MeO.__OMe
COOMe NH,Cl / MeOH ‘ \/\COOMG
_—
OMe HC(OMe); | OMe
OMe OMe

On dissout le (2,3-diméthoxy-6-formylphényl)acétate de méthyle (1,7 g, 7,1 mmol)
dans du méthanol (14 mL), on ajoute une quantité¢ catalytique de NH4Cl puis de
I’orthoformiate de triméthyle (14,3 mmol, 1,6 mL). On porte le mélange a reflux pendant 2 h.

Apres refroidissement a température ambiante, on verse le mélange dans une solution
glacée de soude 2N puis on extrait rapidement avec de I’éther (3 x 30 mL). Les phases
organiques sont rassemblées et séchées sur sulfate de sodium.

Aprés évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient une huile

jaune.

(2,3-diméthoxy-6-diméthoxyméthylphényl)acétate de méthyle (34)

MeO OMe
T C14H2()O6 (M = 284,31 g/mol)
| ] COOMe | Rendement =91%
N
OMe Huile jaune*
OMe

RMN H (CDCl3, 200 MH2z) : 3,23 ppm (s, 6H, OMe); 3,68 ppm (s, 3H, OMe); 3,82 ppm (s,
3H, OMe); 3,85 ppm (s, 2H, CH); 3,88 ppm (s, 3H, OMe); 5,3 ppm (s, 1H); 6,82 ppm (d, 1H,
37=8,5Hz); 7,21 ppm (d, 1H, °J = 8,5 Hz).
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3-(3,4-diméthoxyphényl)-2-(6-formyl-2,3-
diméthoxyphényl) acrylate de (E)-méthyle, 37

MeO

OMe

COOMe Veratraldéhyde

OMe

‘ OMe LDA/-78 °C

OMe

OMe

CO,Me

OMe

HCI 3N

RN S

MeO/\O ref
OMe

ux

OMe OMe
OMe
OMe
=
\ |
CHO CO,Me

A de la diisopropylamine (1,2 mL), fraichement distillée, dans du tétrahydrofurane
(THF) (30 mL), on ajoute une solution de n-BuLi 1,6 M dans I’hexane (7,2 mL) a —78 °C. On

agite 30 minutes en laissant remonter la température a température ambiante puis on refroidit

a —78 °C et on ajoute goutte a goutte le produit 34 (1,7 g, 6 mmol) dissout dans du THF (10

mL). Apres agitation pendant 30 minutes a —78 °C, on ajoute goutte a goutte le vératraldéhyde

(6 mmol, 1 g) dissout dans du THF et on agite encore 30 minutes.

On acidifie a froid avec de 1’acide chlorhydrique 3N et on extrait rapidement avec de

I’¢éther (4 x 30 mL). Les phases organiques sont rassemblées et séchées sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique, on obtient une huile jaune.

On ajoute une solution d’acide chlorhydrique 3N (85 mL) et on porte a reflux pendant

12 h. On filtre le solide obtenu et on effectue une chromatographie sur colonne de silice (silice

normale, éluant: 50% hexane / 50% acétate d’éthyle, %v/v). On obtient une huile jaune.
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3-(3,4-diméthoxypheényl)-1,5,6-triméthoxyisochroman-4-carboxylate
de méthyle (36)

OMe
CxH2605 (M = 418,44 g/mol)

X OMe
| )VCOZMe Huile jaune

MeO~ O ‘\

‘/ OMe

OMe

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,31 ppm (s, 3H, OMe); 3,49 ppm (s, 3H, OMe); 3,73 ppm (s,
3H, OMe); 3,82 ppm (s, 3H, OMe); 3,86 ppm (s, 3H, OMe); 3,88 ppm (s, 3H, OMe); 4,08
ppm (d, 1H, *J = 4,1 Hz); 5,31 ppm (d, 1H, *J = 4,1 Hz); 5,71 ppm (s, 1H); 6,92 ppm (m, 4H);
7,06 ppm (d, 1H, °J = 8,3 Hz).

RMN %3C (CDCls, 50 MHz) : 45,85 (d); 51,75 (q); 55,7 (q); 56,00 (q); 56,03 (q); 56,07 (q);
60,2 (q); 69,5 (d); 98,5 (d); 109,2 (d); 110,9 (d); 112,5 (d); 118,4 (d); 123,25 (d); 126,8 (s);
127, 0 (s); 131,75 (d); 146 (s); 148,6 (s); 149 (s); 152,2 (s); 171,2 (s).

3-(3,4-diméthoxyphenyl)-2-(6-formyl-2,3-diméthoxyphényl)acrylate
de (E)-méthyle (37)

OMe ome | CaH207(M = 386,40 g/mol)
| OMe Rendement = 63%
| \f OMe o
PN Huile jaune
CHO CO,Me
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RMN 'H (CDCIs, 200 MHz) : 3,41 ppm (s, 3H, OMe); 3,62 ppm (s, 3H, OMe); 3,78 ppm (s,
3H, OMe); 3,82 ppm (s, 3H, OMe); 3,97 ppm (s, 3H, OMe); 6,41 ppm (d, 1H, *J = 1,9 Hz);
6,71 ppm (m, 2H); 7,05 ppm (d, 1H, 3) = 8,6 Hz); 7,79 ppm (d, 1H, 3) = 8,6 Hz); 8,01 ppm (s,
1H); 9,81 ppm (s, 1H).

RMN *3C (CDCls, 50 MHz) : 51,6 (q); 54,4 (q); 55,0 (q); 55,3 (q); 59,7 (q); 110,3 (d); 111,2
(d); 111,3 (d); 121,3 (s); 124,7 (d); 125,9 (d); 126,2 (5); 127,1 (s); 133,4 (s); 141,5 (d); 146,1
(s); 147.,9 (s); 149.,8 (s); 157.,4 (s); 166,9 (s); 189,3 (d).

Microanalyses : Pour C,;H»,07: Calculé : C, 65,28; H, 5,74; O, 28,98
Trouvé : C, 65,67; H, 6,02; O, 29,01.

SM (impact électronique) : m/z (%) = 425 (6%) [M + KJ; 409 (15%) [M + Na]; 387 (100%)
[M + H']; 355 (78%) [M + H' - CH;OH].

22. Synthese de [I’acide (E)-3-(2-((E)-1-(3,4-diméthoxyphényl)-3-
méthoxy-3-oxoprop-1-en-2-yl)-3,4-diméthoxyphényl)acrylique, 38

OMe y /OMe
oMe(” \
_ OMe HOOC. __COOH
=
ridine / pipéridine
CHO CO,Me by PP

On dissout le 3-(3,4-diméthoxyphényl)-2-(6-formyl-2,3-diméthoxyphényl)acrylate de
(E)-méthyle (1,2 g, 3,3 mmol) dans 95 mL de pyridine et dans quelques gouttes de pipéridine
et on ajoute 1’acide malonique (0,7 g, 6,7 mmol). On porte a reflux pendant 10 h puis on verse
le mélange réactionnel dans un exces de solution d’acide chlorhydrique IN. On extrait avec
de I’acétate d’éthyle (3 x 25 mL). Les phases organiques sont rassemblées et séchées sur
sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, on recueille un solide

marron.
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acide (E)-3-(2-((E)-1-(3,4-diméthoxyphényl)-3-methoxy-3-oxoprop-1-
en-2-yl)-3,4-diméthoxyphényl)acrylique (38)

Cy3H2408 (M = 428,43 g/mol)
Rendement = 90%
Solide marron

Tr=138-140 °C

RMN *H (CDCl3, 200 MHz) : 3,41 ppm (s, 3H, OMe); 3,65 ppm (s, 3H, OMe); 3,79 ppm (s,
3H, OMe); 3,81 ppm (s, 3H, OMe); 3,94 ppm (s, 3H, OMe); 6,19 ppm (d, 1H, 3 = 15,9 Hz);
6,41 ppm (d, 1H, *T = 1,9 Hz); 6,71 ppm (m, 2H); 6,99 ppm (d, 1H, *J = 8,9 Hz); 7,49 ppm (d,
1H, 3) = 8,9 Hz); 7,59 ppm (d, 1H, 3= 15,9 Hz); 7,98 ppm (s, 1H).

RMN *¥C (CDCl3, 50 MHz) : 52,5 (q); 55,3 (q); 55,9 (q); 56 (q); 60,6 (q); 111,0 (d); 112,0
(d); 112,6 (d); 117,0 (d); 123,3 (s); 123.,4 (d); 125,5 (d); 126,7 (s); 127,3 (s); 132,7 (s); 142,5
(s); 144,15 (d); 147,2 (s); 148,65 (s); 150,5 (s); 154,9 (s); 167,95 (s); 172,0 (s).

Microanalyses : Pour C3H,405: Calculé : C, 64,48; H, 5,65; O, 29,88
Trouvé : C, 64,25; H, 5,74; O, 29.,49.

SM (impact électronique) : m/z (%) =467 (10%) [M + K]; 451 (13%) [M + Na]; 429 (74%)
[M+H']; 427 (100%) [M — H]; 397 (50%) [M + H" - CH;0H]; 353 (33%) [M + H' - CH;0H
- COsl.
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23. Synthese de I’acide (E)-2-(6-((E)-2-carboxyvinyl)-2,3-

dihydroxyphényl)-3-(3,4-dihydroxyphényl)acrylique (partie acide de

I’acide salvianolique E)

OMe OMe OH OH OH
OMe OH
B OMe  bBr./cH,Cl B OH © OH
AN = f3 272 AN = .
\ \
CO,Me H>O CO,H OH
% 2 = 2 - 5

COOH COOH COOH

A une solution d’acide (E)-3-(2-((E)-1-(3,4-diméthoxyphényl)-3-méthoxy-3-oxoprop-
1-én-2-yl)-3,4-diméthoxyphényl)acrylique (1 g, 2,3 mmol) dans du dichlorométhane (25 mL)
est ajoutée a température ambiante goutte a goutte une solution de tribromure de bore (1,0 M
dans le dichlorométhane, 7 équivalents, 16 mL).

Aprés 12 h d’agitation, on ajoute goutte a goutte de I’eau (20 mL). Un solide marron
précipite rapidement, il s’agit d’un produit non souhaité, I’acide (E)-3-(2,3,6-trihydroxy-10-
0x0-9b,10-dihydro-4bH-benzo[b]indéno[2,1-d]furan-9-yl)acrylique et la phase acétate

d’¢éthyle nous donne la partie acide de 1’acide salvianolique E.

Partie acide de I’acide salvianolique E (33)

OH OH
OH Q o | Crsti0s (M =358.3 g/mol)
O _— Rendement = 25%
_ CO,H Solide marron
COOH T¢ > 400 °C (décomposition)

RMN *H (CD;COCDs, 200 MHz) : 6,24 ppm (d, 1H, °J = 15,8 Hz); 6,65 ppm (s, 1H), 6,94
ppm (d, 2H, T = 8,2 Hz); 7,31 ppm (d, 2H, °J = 8,2 Hz); 7,61 ppm (d, 1H, *J = 15.8 Hz); 7,93
ppm (s, 1H).
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RMN *3C (CD3sCOCDs, 50 MHz) : 115,7 (d); 115,3 (d); 116,7 (d); 117.4 (d); 118,2 (d);
122,9 (s); 123,4 (s); 124,2 (d); 126 (s); 126,1 (s); 141,1 (s); 142,4 (d); 143,7 (d); 144.,9 (s);
147,26 (s); 147,29 (s); 167,9 (s); 168,4 (s).

Microanalyses : Pour CigH40s: Calculé : C, 60,34; H, 3,94; O, 35,72
Trouvé : C, 60,30; H, 3,87; O, 36,00.

SM (impact électronique) : m/z (%) =397 (59%) [M + K], 381 (100%) [M + Na].

acide (E)-3-(2,3,6-trihydroxy-10-0x0-9b,10-dihydro-4bH-
benzo[b]indéno[2,1-d]furan-9-yl)acrylique (rac-39)

OH
O C18H1207 (M = 358,3 g/l’l’lOl)
X OH
\ Rendement = 75%
ZoH
7 o Solide marron
COOH Tt > 400 °C (décomposition)

RMN 'H (CD;COCD3;, 200 MHz) : 4,72 ppm (d, 1H, *J = 7,2 Hz); 6,21 ppm (d, 1H, *J = 7.2
Hz); 6,39 ppm (d, 1H, °J = 15,8 Hz); 6,79 ppm (d, 1H, °J = 8,5 Hz); 6,99 ppm (s, 1H); 7,18
ppm (s, 1H); 7,21 ppm (d, 1H, *J = 8,5 Hz); 8,18 ppm (d, 1H, *J = 15,8 Hz).

RMN 3C (CDsCOCDs, 50 MHz) : 55,9 (d); 84,0 (d); 108,95 (d); 112,9 (d); 117,0 (d); 117.8
(d); 120,1 (d); 125,0 (s); 126,9 (5); 129,3 (5); 144,15 (d); 144,5 (s); 146,4 (5); 148,8 (5); 154,2
(s); 168,4 (s); 199,3 (s).

Microanalyses : Pour CgH,07: Calculé : C, 65,53; H, 3,55; O, 32,91
Trouvé : C, 65,47; H, 3,41; O, 32,49.

SM (impact électronique) : m/z (%) = 379 (13%) [M + K], 378 (18%) [M + K - H], 377
(68%) [M + K - 2H], 363 (100%) [M + Na], 339 (75%) [M - H], 323 (83%) [M - OH].
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B. Synthése des derivés de la sagecoumarine

1. Synthése du 2-hydroxy-4,5-(méthylenedioxy)benzaldéhyde, 43

OH OH
T o I
o} TEA o CHO

On dissout le 3,4-(méthylénedioxy)phénol (5,0 g, 36,2 mmol) dans 80 mL de

dichlorométhane. On ajoute I’hexaméthylénetétraamine (50,0 g, 362,0 mmol) et I’acide
trifluoroacétique (TFA) (100 mL). Lorsque 1’on ajoute le TFA, la réaction est légérement
exothermique et on peut utiliser un bain de glace pour refroidir le milieu réactionnel. On
laisse agiter a température ambiante pendant environ 30 minutes puis on porte le mélange
réactionnel a reflux pendant 60 heures.

Apres ’arrét du reflux, on évapore sous pression réduite le TFA et le dichlorométhane.
On ajoute de I’eau (25 mL) puis on extrait avec du dichlorométhane (2 x 15 mL). On
rassemble les phases organiques et on les lave avec une solution d’acide chlorhydrique 1N (20
mL), avec une solution d’hydrogénocarbonate de sodium 0,5 N (20 mL) et enfin avec de I’eau
(20 mL). On seche la phase organique sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient un solide que
’on purifie sur colonne de silice normale (¢luant : 50% hexane / 50% acétate d’éthyle, %v/v).

On obtient un solide jaune.

2-hydroxy-4,5-(méthyleénedioxy)benzaldéhyde (43)

Rendement = 64%

0] OH
% jiji CsHeOs (M = 166,13 g/mol)
O CHO

Solide jaune

Ty = 125-126 °C (lit.” 125-126 °C)
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RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 5,99 ppm (s, 2H); 6,43 ppm (s, 1H); 6,82 ppm (s, 1H); 9,59
ppm (s, 1H); 11,74 ppm (s, 1H).

RMN C (CDCls, 50 MHz) : 98,2 ppm (t); 102,1 ppm (d); 109,2 ppm (d); 113,5 ppm (s);
141,2 ppm (s); 155,0 ppm (s); 161,3 ppm (s); 193,5 ppm (d).

2. Synthese du N,N-diéthylbromoacetamide, 49

On dissout le bromure de bromoacétyle (25,0 mmol, 2,15 mL) dans 20 mL de
dichlorométhane. On place le ballon dans un bain de glace / acétone a —5 °C. On ajoute goutte
a goutte la diéthylamine (500,0 mmol, 5,2 mL) & —5 °C puis on laisse sous agitation environ
45 minutes a température ambiante.

On lave ensuite le mélange réactionnel avec de 1’eau (4 x 15 mL). On seche la phase
organique sur sulfate de sodium.

Aprés évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient un liquide

brun.

N,N-diéthylbromoacétamide (49)

CsH12BrNO (M = 194,07 g/mol)
Br <NT Rendement = 75%

Huile marron®
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RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 1,13 ppm (t, 3H, *J = 7,1 Hz); 1,25 ppm (t, 3H, *J = 7,1 Hz);
3,38 ppm (q, 2H, °J = 7,1 Hz); 3,40 ppm (q, 2H, *J = 7,1 Hz); 3,84 ppm (s, 2H).

RMN *¥C (CDCl3, 50 MHz) : 12,5 ppm (q); 14,6 ppm (q); 40,0 ppm (t); 41,2 ppm (t); 42,3
ppm (t); 166,0 ppm (s).

3. Synthése du (E)-3-(4-(2-(diéthylamino)-2-oxoéthoxy)-3-
methoxyphényl)acrylate de méthyle, 44

CO,Me
CO,Me P 2
=
O
/ Z K,CO3
Br N +
—\ acétone OMe
‘ OMe o

OH /\NL
)

@)

On dissout du férulate de méthyle (3,0 g, 14,0 mmol) dans 150 mL d’acétone anhydre.
On ajoute du carbonate de potassium (2,2 g, 15,4 mmol). On agite a température ambiante
pendant 30 minutes. L’apparition d’une couleur jaune est caractéristique de la formation du
phénolate.

Ensuite, on ajoute goutte a goutte de la N,N-diéthylbromoacétamide (2,7 g, 14,0
mmol) dans 15 mL d’acétone anhydre. Aprés une nuit de reflux, on filtre le mélange
réactionnel puis on évapore sous pression réduite I’acétone. On dissout le résidu dans I’eau et
on acidifie avec une solution d’acide chlorhydrique 1N. On extrait ensuite a 1’éther (3 x 20
mL). Les phases organiques sont rassemblées et séchées sur sulfate de sodium.

Aprés évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient un solide

jaune clair.
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(E)-3-(4-(2-(diéthylamino)-2-oxoéthoxy)-3-méthoxyphényl)acrylate de
methyle (44)

C18H25NO4 (M =3 19,40 g/mol)
Rendement = 86%

P Solide jaune clair
OMe
Te=46-49 °C

RMN 'H (CDCls, 200 MHz) : 1,10 ppm (t, 3H, *J = 7,0 Hz); 1,18 ppm (t, 3H, T = 7,0 Hz);
3,38 ppm (q, 2H, *J = 7,0 Hz); 3,39 ppm (q, 2H, *T = 7,1 Hz); 3,74 ppm (s, 3H); 3,85 ppm (s,
3H); 4,73 ppm (s, 2H); 6,26 ppm (d, 1H, °J = 15,9 Hz); 7,06 ppm (m, 2H); 7,10 ppm (d, 1H,
3J=1,9 Hz); 7,57 ppm (d, 1H, *J = 15,9 Hz).

RMN *¥C (CDCls, 50 MHz) : 12,60 ppm (q); 14,00 ppm (q); 40,20 ppm (t); 41,30 ppm (t);
51,40 ppm (q); 55,70 ppm (q); 67,9 ppm (t); 110,10 ppm (d); 113,20 ppm (d); 115,70 ppm
(d); 122,10 ppm (d); 128,10 ppm (s); 144,50 ppm (d); 149,30 ppm (s); 149,50 ppm (s); 166,3
ppm (s); 167,4 ppm (s).

4. Synthése du 4-hydroxy-3-méthoxycinnamate de méthyle, 47

CO,H CO,Me
P> =
SOCl,
OMe MeOH | OMe
OH OH
177
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On dissout 1’acide férulique (1 g, 5,1 mmol) dans 25 mL de méthanol. On refroidit le
mélange a 0 °C et on ajoute goutte a goutte du chlorure de thionyle (1,1 équivalents, 0,4 mL).

Aprées 12 h de reflux, on évapore le méthanol puis on ajoute 10 mL d’eau. On extrait le
mélange réactionnel avec de 1’acétate d’éthyle (2 x 20 mL). Les phases organiques sont
rassemblées et séchées sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient une huile

jaune.

4-hydroxy-3-méthoxycinnamate de méthyle (47)

COzMe
P C11H1204 (M = 208,07 g/mol)
Rendement = 95%
Solide jaune
‘ OMe .9
OH Te=146-147 °C (lit.” 148 °C)

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,78 ppm (s, 3H, OMe); 3,89 ppm (s, 3H, OMe); 6,28 ppm (d,
1H, *J = 15,9 Hz); 6,89 ppm (d, 1H, *J = 8,3 Hz); 7,01 ppm (d, 1H, *J = 1,9 Hz); 7,05 ppm
(dd, 1H, °J = 8,3 Hz, *J = 1,9 Hz); 7,61 ppm (d, 1H, *J = 15,9 Hz).

5. Synthése du (E)-3-(4-carbométhoxy-4-méthoxy-phényl)-acrylate de
methyle, 50

CO,Me CO,Me
= =
NaH / THF
OMe  Br-CHy-CO.H OMe
OH O.__CO,H

Dans un tricol, on place le 4-hydroxy-3-méthoxycinnamate de méthyle (1,1 g, 5,3

mmol), du NaH a 60% dans de ’huile (2,2 équivalents, 18,85 mmol, 0,5 g, préalablement
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lavés a I’éther de pétrole) dans 15 mL de tétrahydrofurane (THF) sous argon. On ajoute goutte
a goutte une solution d’acide bromoacétique (1,1 équivalents, 0,8 g) dissout dans 5 mL de
THF.

L’ensemble est placé a reflux pendant 12 h. Aprés refroidissement, on ajoute 10 mL
d’eau et on acidifie avec une solution d’acide chlorhydrique 3N. On extrait au
dichlorométhane (3 x 10 mL). Les phases organiques sont rassemblées et séchées sur sulfate
de sodium.

Aprés évaporation du solvant organique sous pression réduite, on recueille un solide

blanc.

(E)-3-(4-carbométhoxy-3-méthoxy-phényl)-acrylate de méthyle (50)

CO,Me
P Ci3H1406 (M = 266,08 g/mol)
Rendement = 60%
Solide blanc
OMe _ ° ., 10 o
O._COH Te=140-142 °C (lit. " 115°C)

RMN 'H (DMSO-dg, 200 MH2z) : 3,72 ppm (s, 3H, OMe); 3,81 ppm (s, 3H, OMe); 4,72 ppm
(s,2H); 6,57 ppm (d, 1H, *J = 15,2 Hz); 6,87 ppm (d, 1H, °J = 8,5 Hz); 7,21 ppm (dd, 1H, T =
8,5 Hz, ‘T =1,8 Hz); 7,37 ppm (d, 1H, *T = 1,8 Hz); 7,58 ppm (d, 1H, *J = 15,2 Hz).

6. Synthése du (E)-3-(4-(2-(6-formylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yloxy)-2-
oxoéthoxy)-3-méthoxyphényl)acrylate de méthyle, 51

CO,Me CO,Me 0\
% = o CHO °
N socl, <O:©iOH 0

@\ B _ /—< CHO

OMe OMe triéthylamine / (0] (@]
O_COM O.__Cocl MeO,C— :

OMe
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A une solution de 3-(3-méthoxy-4-méthoxycarbonylméthoxy-phényl)acrylate de
méthyle (0,4 g, 1,5 mmol) dans 20 mL de dichlorométhane est ajouté goutte a goutte a 0 °C
du chlorure de thionyle (10,5 mmol, 0,8 mL).

Apres un reflux de 2 h 30, on évapore sous pression réduite les résidus de chlorure de
thionyle et le dichlorométhane. On redissout ensuite le résidu dans 15 mL de dichlorométhane
et on ajoute a 0 °C le 2-hydroxy-4,5-(méthylénedioxy)benzaldéhyde (0,25 g, 1,5 mmol) et de
la triéthylamine (1,5 mmol, 0,2 mL). On laisse agiter a 0 °C pendant 30 minutes puis 3 h a
température ambiante.

On effectue ensuite des lavages avec une solution d’acide chlorhydrique IN (2 x 15
mL), puis avec une solution de soude IN (2 x 15 mL). On seche la phase organique sur sulfate
de sodium.

Aprés évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient un solide

beige qui est recristallisé dans de 1’acétate d’éthyle.

(E)-3-(4-(2-(6-formylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yloxy)-2-0xo0éthoxy)-3-
méthoxyphenyl)acrylate de méthyle (51)

L_ O | CyHis00 (M = 414,36 g/mol)
o /Q/ Rendement = 82%
7\ ﬁ< CHO Solide beige
Tr=163-167 °C

MeO,C
OMe

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,80 ppm (s, 3H); 3,93 ppm (s, 3H); 5,05 ppm (s, 2H); 6,09
ppm (s, 2H); 6,34 ppm (d, 1H, *J = 15,9 Hz); 6,67 ppm (s, 1H); 7,02 ppm (d, 1H, *J = 8,3 Hz);
7,05 ppm (m, 2H); 7,25 ppm (d, 1H, 3 = 1,9 Hz); 7,63 ppm (d, 1H, 3 = 15,9 Hz); 9,87 ppm
(s, 1H).

RMN *3C (CDCls;, 50 MHz) : 51,7 ppm (q); 56,0 ppm (q); 66,2 ppm (t); 102,9 ppm (t); 104,3
ppm (d); 108,3 ppm (d); 110,8 ppm (d); 114,4 ppm (d); 116,5 ppm (d); 122,0 ppm (s); 121,10
ppm (d); 129,40 ppm (s); 144,30 ppm (s); 146,40 ppm (d); 147,90 ppm (s); 148,90 ppm (s);
149,8 ppm (s); 153,2 ppm (s); 167,2 ppm (s); 167,5 ppm (s); 186,7 ppm (d).
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Microanalyses : Pour C,;H50,: Calculé : C, 60,87; H, 4,38; O, 34,75
Trouvé : C, 60,91; H, 4,44; O, 35,00.

SM (impact électronique) : m/z (%) = 414 (M"°, 12%); 207 (11%); 206 (26%); 180 (12%);
179 (100%); 175 (8%); 166 (11%); 165 (13%); 145 (7%).

7. Synthése du (E)-3-(3-méthoxy-4-(6-0x0-6H-
[1,3]dioxolo[4,5,g]chromen-7-yloxy)phényl)acrylate de méthyle, 42

0\

O O CO,Me
0o DBU <O N
/—< CHO o _—
/ 0 o) toluéne @)
MeO,C OMe

On dissout le (E)-3-(4-(2-(6-formylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yloxy)-2-oxoéthoxy)-3-
méthoxyphényl)acrylate de méthyle (0,4 g, 0,95 mmol) dans 25 mL de toluéne et on ajoute le
1,8-diazabicyclo[4.5.0]-undec-7-¢ne (DBU) (1,6 équivalents, 0,25 mL).

Apres une nuit de reflux, on évapore le toluéne sous pression réduite et on dissout le
résidu dans du dichlorométhane (20 mL). On effectue des lavages avec une solution d’acide
chlorhydrique 1N (15 mL) puis avec une solution de soude 1N (15 mL) et on seéche la phase
organique sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient un solide

blanc qui est recristallisé dans I’acétone.
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(E)-3-(3-meéthoxy-4-(6-ox0-6H-[1,3]dioxolo[4,5,g]chromen-7-
yloxy)phényl)acrylate de méthyle (42)

<OT/YOYO NS COxMe | €, H,405 (M = 396,35 g/mol)

o i N o 5z Rendement = 25%
OMe Solide blanc
Ty >230 °C’

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,79 ppm (s, 3H); 3,87 ppm (s, 3H); 6,02 ppm (s, 2H); 6,38
ppm (d, 1H, °J = 16,0 Hz); 6,68 ppm (s, 1H); 6,84 ppm (s, 1H); 6,86 ppm (s, 1H); 7,03 ppm
(d, 1H, *J = 8,0 Hz); 7,10-7,13 ppm (m, 2H); 7,65 ppm (d, 1H, *J = 16,0 Hz).

RMN *C (CDCls, 50 MHz) : 51,8 ppm (q); 56,1 ppm (q); 98,2 ppm (t); 102,2 ppm (d);
104,4 ppm (d); 111,9 ppm (d); 112,5 ppm (s); 117,7 ppm (d); 120,4 ppm (d); 121,7 ppm (d);
122,2 ppm (d); 132,2 ppm (s); 140,2 ppm (s); 144,0 ppm (s); 145,2 ppm (s); 145,4 ppm (s);
147,3 ppm (d); 149,6 ppm (s); 150,8 ppm (s); 157,2 ppm (s); 167,2 ppm (s).

Microanalyses : Pour C,;H¢Os: Calculé : C, 63,64; H, 4,07; O, 32,29
Trouvé : C, 63,72; H, 3,98; O, 32,27.

SM (impact électronique) : m/z (%) = 397 (M + H], 11%); 396 (M*°, 45%); 365 (7%);
309 (10%); 204 (27%); 203 (100%); 177 (25%); 175 (14%).

8. Synthése de I’acide (E)-3-(4-(6,7-dihydroxy-2-oxo-2H-chromén-3-
yloxy)-3-hydroxyphényl)acrylique, 41

2) H,O

o 0.0 -~ CO:Me HO 0.0 A~ COH
< | 1) BBr3 / CH,Cl, |
o o HO ZoTY

OMe OH
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On dissout le  (E)-3-(3-méthoxy-4-(6-ox0-6H-[1,3]dioxolo[4,5,9]chromén-7-
yloxy)phényl)acrylate de méthyle (0,2 g, 0,50 mmol) dans 10 mL de dichlorométhane et on
ajoute du tribromure de bore (solution 1,0 M dans CH,Cl,, 2 mL) goutte a goutte a
température ambiante. Apres 1 h 30 d’agitation a température ambiante, on porte le mélange
réactionnel a reflux pendant une nuit.

Apres arrét du chauffage, on ajoute de 1’eau goutte a goutte (10 mL), on agite pendant
30 minutes a température ambiante puis on porte a reflux pendant une nuit.

On filtre le précipité formé et on obtient un solide marron.

acide (E)-3-(4-(6,7-dihydroxy-2-oxo-2H-chromén-3-yloxy)-3-
hydroxyphényl)acrylique (41)

O O CO,H
Hom Q/\/ 2 CigH 1208 (M = 356,28 g/mol)
HO™ > "¢ i Rendement = 90%
OH :
Solide marron

Tr=248 °C

RMN 'H (CD3COCD;, 200 MHz) : 6,42 ppm (d, 1H, *J = 15,9 Hz); 6,84 ppm (s, 1H); 7,01
ppm (s, 1H); 7,09 ppm (d, 1H, *J = 8,4 Hz); 7,16 ppm (dd, 1H, °J = 8,4 Hz, ‘] = 1.8 Hz); 7,28
ppm (s, 1H); 7,30 ppm (d, 1H, 4= 1,8 Hz); 7,59 ppm (d, 1H, 3= 15,9 Hz).

RMN 3C (CDsCOCD3, 50 MHz) : 103,3 ppm (d); 112,1 ppm (d); 112,5 ppm (d); 117,1 ppm
(s); 118,5 ppm (d); 120,6 ppm (d); 121,5 ppm (d); 124,8 ppm (d); 132,7 ppm (s); 140,0 ppm
(s); 143,7 ppm (s); 144.9 ppm (d); 145,8 ppm (s); 146,8 ppm (s); 148,8 ppm (s); 149,2 ppm
(s); 158,0 ppm (s); 167,8 ppm (s).

Microanalyses : Pour CigH;,0s: Calculé : C, 60,68; H, 3,39; O, 35,93
Trouvé : C, 60,89; H, 3,21; O, 36,02.
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SM (impact électronique) : m/z (%) = 357 ([M™ + H], 16%); 356 (M"°, 80%); 339 (7%);
338 (20%); 253 (8%); 192 (8%); 191 (100%); 178 (46%): 177 (94%); 166 (13%); 165 (26%);
163 (7%): 162 (27%); 150 (46%); 137 (10%); 121 (11%); 67 (11%).

9. Synthése du 3-hydroxy-4-méthoxycinnamate de méthyle, 52

CO,H CO,Me
P> =
SOCl,
OH MeOH | OH
OMe OMe

On dissout I’acide isoférulique (1 g, 5,1 mmol) dans 25 mL de méthanol. On refroidit
le mélange a 0 °C et on ajoute goutte a goutte du chlorure de thionyle (1,1 équivalents, 0,4
mL).

Aprées 12h de reflux, on évapore le méthanol puis on ajoute 10 mL d’eau. On extrait le
mélange réactionnel avec de 1’acétate d’éthyle (2 x 20 mL). Les phases organiques sont
rassemblées et séchées sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient un solide

blanc.

3-hydroxy-4-méthoxycinnamate de methyle (52)

COZMe
= C11H1204 (M = 208,07 g/mol)
Rendement = 95%
Solide blanc
| OH
OMe Tr=76-77 °C
184
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RMN 'H (CDCls, 300 MHz) : 3,73 ppm (s, 3H, OMe); 3,88 ppm (s, 3H, OMe); 6,25 ppm (d,
1H, *J = 15,9 Hz); 6,80 ppm (d, 1H, °J = 8,3 Hz); 6,98 ppm (dd, 1H,°J = 8,3 Hz, *J = 1,9 Hz);
7,11 ppm (d, 1H, *J = 1,9 Hz); 7,58 ppm (d, 1H, *J = 15,9 Hz).

10. Synthése du (E)-3-(3-carbométhoxy-4-méthoxy-phényl)acrylate
de méthyle, 54

COZMe COZMG
= P
NaH / THF
Br-CH,-CO,H
OH 2 0~ “CO,H
OMe OMe

Dans un tricol, on place le 3-hydroxy-4-méthoxycinnamate de méthyle (1,1 g, 5,3

mmol), du NaH a 60% dans de ’huile (2,2 équivalents, 18,85 mmol, 0,5 g, préalablement
lavés a I’éther de pétrole) dans 15 mL de tétrahydrofurane (THF) sous argon. On ajoute goutte
a goutte une solution d’acide bromoacétique (1,1 équivalents, 0,8 g) dissout dans 5 mL de
THF.

L’ensemble est placé a reflux pendant 12 heures. Apres refroidissement, on ajoute 10
mL d’eau et on acidifie avec HCI 3N. On extrait au dichlorométhane (3 x 10 mL). Les phases
organiques sont rassemblées et séchées sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, on recueille un solide

blanc.

(E)-3-(3-carbométhoxy-4-methoxy-phényl)acrylate de methyle (54)

COzMe
_ C13H1406 (M = 266,08 g/mol)
Rendement = 77%
Y Solide blanc
0~ “CO,H B .
OMe Tr=143-145 °C
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RMN 'H (CD3sCOCDs3, 300 MHz) : 3,69 ppm (s, 3H, OMe); 3,89 ppm (s, 3H, OMe); 4,79
ppm (s, 2H); 6,41 ppm (d, 1H, °J = 15,9 Hz); 7,02 ppm (d, 1H, *J = 8,5 Hz); 7,23 ppm (dd,
1H,°J=8,5 Hz, *7= 1,8 Hz); 7,32 ppm (d, 1H, *J = 1,8 Hz); 7,56 ppm (d, 1H, *J = 15,9 Hz).

RMN *3C (CD3sCOCDs, 75 MHz) : 50,7 ppm (q); 55,35 ppm (q); 65,25 ppm (t); 112,1 ppm
(d); 112,6 ppm (d); 115,55 ppm (d); 123,6 ppm (d); 127,2 ppm (s); 144,35 ppm (d), 147,95
ppm (s); 151,85 ppm (s); 166,85 ppm (s); 169,2 ppm (s).

11. Synthése du (E)-3-(3-(2-(6-formylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yloxy)-2-
oxoéthoxy)-4-méthoxyphényl)acrylate de méthyle, 55

0\
(0]

COzMe Cone = ‘

P % <o:©iCHO MeO,C PN
socl, N o) OH /A /—§ CHO

| o ©
O/\COZH = o~ “coc| tiethylamine —
OMe OMe OMe

A une solution de (E)-3-(4-méthoxy-3-méthoxycarbonylméthoxy-phényl)acrylate de
méthyle (0,4 g, 1,5 mmol) dans 20 mL de dichlorométhane, on ajoute goutte a goutte a 0 °C
du chlorure de thionyle (10,5 mmol, 0,8 mL).

Apres un reflux de 2 h 30, on évapore sous pression réduite les résidus de chlorure de
thionyle et le dichlorométhane. On redissout ensuite le résidu dans 15 mL de dichlorométhane
et on ajoute a 0 °C le 2-hydroxy-4,5-(méthylénedioxy)benzaldé¢hyde (0,25 g, 1,5 mmol) et de
la triéthylamine (1,5 mmol, 0,2 mL). On laisse agiter a 0 °C pendant 30 minutes puis 3 h a
température ambiante.

On effectue ensuite des lavages avec une solution d’acide chlorhydrique IN, puis avec
une solution de soude 1N. On séche la phase organique sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient un solide

beige qui est recristallisé dans de I’acétate d’éthyle.
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(E)-3-(3-(2-(6-formylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yloxy)-2-oxoethoxy)-4-
meéthoxyphényl)acrylate de méthyle (55)

0\
)

K C21H1809 (M = 414,36 g/l’l’lOl)
MeO,C |
_ o X Rendement = 65%

/ \<O CHO Solide beige

@]
Tr=180-184 °C

OMe

RMN 'H (DMSO-dg, 200 MHzZ) : 3,72 ppm (s, 3H); 3,83 ppm (s, 3H); 5,23 ppm (s, 2H);
6,22 ppm (s, 2H); 6,62 ppm (d, 1H, *J = 16,0 Hz); 6,91 ppm (d, 1H, *J = 8,3 Hz); 6,93 ppm (s,
1H); 7,34 ppm (m, 2H); 7,53 ppm (s, 1H); 7,60 ppm (d, 1H, 3) = 16,0 Hz); 9,95 ppm (s, 1H).

RMN C (DMSO-ds, 50 MHz) : 45,1 ppm (q); 49,5 ppm (q); 58.8 ppm (t); 97,0 ppm (t);
98,3 ppm (d); 100,4 ppm (d); 105,9 ppm (d); 106,0 ppm (d); 109,4 ppm (d); 115,7 ppm (s);
117,7 ppm (d); 120,6 ppm (s); 138,2 ppm (s); 139,9 ppm (d); 140,8 ppm (s); 141,9 ppm (s);
144,8 ppm (s); 146,8 ppm (s); 160,7 ppm (s); 161,4 ppm (s); 181,7 ppm (d).

Microanalyses : Pour C,;H30o: Calculé : C, 60,87; H, 4,38; O, 34,75
Trouvé : C, 60,60; H, 4,21; O, 34,71.

SM (impact électronique) : m/z (%) = 414 (M'°, 12%); 221 (10%); 208 (10%); 207 (8%);
206 (40%); 189 (12%); 180 (11%); 179 (100%); 175 (9%); 166 (13%); 165 (14%); 161
(11%); 145 (7%).
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12. Synthése  du  (E)-3-(4-méthoxy-3-(6-oxo0-6H-[1,3]dioxolo[4,5-
g]Jchromén-7-yloxy)phénylacrylate de méthyle, 56

CO,Me
0\
o)

=

= SO

CHO toluéne o “ 0
OMe

On dissout le (E)-3-(3-(2-(6-formylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yloxy)-2-0x0éthoxy)-4-
méthoxyphényl)acrylate de méthyle (0,4 g, 0,95 mmol) dans 25 mL de toluéne et on ajoute le
1,8-diazabicyclo[4.5.0]-undec-7-éne (DBU) (1,6 équivalents, 0,25 mL).

Apres une nuit de reflux, on évapore le toluéne sous pression réduite et on dissout le
résidu dans du dichlorométhane (20 mL). On effectue des lavages avec une solution d’acide
chlorhydrique IN (15 mL) puis avec une solution de soude 1N (15 mL) et on séche la phase
organique sur sulfate de sodium.

Aprés évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient un solide

beige qui est recristallisé dans 1’acétone.

(E)-3-(4-méthoxy-3-(6-ox0-6H-[1,3]dioxolo[4,5-g]chromén-7-
yloxy)phényl)acrylate de méthyle (56)

CO,Me

_ C21H16Og (M = 396,35 g/mol)

Rendement = 20%
e X O O X
< W Y ( Solide beige

N
Tr=199-203 °C
OMe
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RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,75 ppm (s, 3H); 3,82 ppm (s, 3H); 6,02 ppm (s, 2H); 6,26
ppm (d, 1H, *J = 16,0 Hz); 6,66 ppm (s, 1H); 6,76 ppm (s, 1H); 6,82 ppm (s, 1H); 6,99 ppm
(d, 1H, 3 = 8,6 Hz); 7,22 ppm (s, 1H); 7,35 ppm (d, 1H, 3= 8,6 Hz); 7,60 ppm (d, 1H, 3 =
16,0 Hz).

RMN 3C (CDCls, 50 MHz) : 45,4 ppm (q); 50,0 ppm (q); 92,0 ppm (d); 96,0 ppm (t); 98,2
ppm (d); 106,4 ppm (s); 106,8 ppm (d); 110,4 ppm (d); 113,4 ppm (d); 115,1 ppm (d); 120,5
ppm (s); 121,7 ppm (d); 134,4 ppm (s); 137,3 ppm (s); 137,5 ppm (s); 139,0 ppm (s); 141,0
ppm (s); 143,3 ppm (d); 146,3 ppm (s); 151,0 ppm (s); 161,1 ppm (s).

Microanalyses : Pour C,;H¢Os: Calculé : C, 63,64; H, 4,07; O, 32,29
Trouvé : C, 63,28; H, 4,15; O, 32,32.

SM (impact électronique) : m/z (%) = 397 (IM™ + H], 11%); 396 (M"°, 49%); 365 (10%);
204 (21%); 203 (100%); 177 (24%); 175 (16%).

13. Syntheése de I’acide (E)-3-(3-(6,7-dihydroxy-2-oxo-2H-chromén-3-
yloxy)-4-hydroxyphényl)acrylique, 57

CO,Me CO,H
= =
<OT/YOYO ‘ X 1) BBrg / CH,Cl, Homo
O NN g N 2) H,0 HO Z 0
OMe OH

On  dissout le  (E)-3-(4-méthoxy-3-(6-ox0-6H-[1,3]dioxolo[4,5-g]chromén-7-
yloxy)phényl)acrylate de méthyle (0,2 g, 0,50 mmol) dans 10 mL de dichlorométhane et on
ajoute du tribromure de bore (solution 1,0 M dans CH,Cl,, 2 mL) goutte a goutte a
température ambiante. Aprés 1 h 30 d’agitation a température ambiante, on porte le mélange
réactionnel a reflux pendant une nuit.

Apres arrét du chauffage, on ajoute de I’eau goutte a goutte (10 mL), on agite pendant

30 minutes a température ambiante puis on porte a reflux pendant une nuit.
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On filtre le précipité formé et on obtient un solide noir.

acide (E)-3-(3-(6,7-dihydroxy-2-oxo-2H-chromén-3-yloxy)-4-
hydroxyphénylacrylique (57)

CO,H
Clngzog (M = 356,28 g/mol)

Rendement = 68%

=

Solide noir
HO ) i
OH

Tr=280°C

RMN *H (CDsCOCDs, 200 MHz) : 6,35 ppm (d, 1H, *J = 16,0 Hz); 6,81 ppm (s, 1H); 6,88
ppm (s, 1H); 7,03 ppm (d, 1H, *J = 8,4 Hz); 7,28 ppm (s, 1H); 7,41 ppm (dd, 1H, *J = 8,4 Hz,
T =2,0 Hz); 7,49 ppm (d, 1H, *J = 2,0 Hz); 7,57 ppm (d, 1H, *J = 16,0 Hz); 8,38 ppm (br. s,
1H); 8,91 ppm (s ¢l., 1H); 9,00 ppm (s €l., 1H).

RMN *C (CD;COCD3;, 50 MHz) : 97,2 ppm (d); 106,0 ppm (d); 106,3 ppm (d); 110,7 ppm
(s); 112,2 ppm (d); 114,2 ppm (d); 118,1 ppm (d); 120,9 ppm (s); 121,8 ppm (d); 134,3 ppm
(s); 137,5 ppm (s); 138,0 ppm (d); 138,6 ppm (s); 140,5 ppm (s); 142,6 ppm (s); 145,1 ppm
(s); 152,0 ppm (s); 161,8 ppm (s).

Microanalyses : Pour C,3H;,0s: Calculé : C, 60,68; H, 3,39; O, 35,93
Trouvé : C, 60,41; H, 3,20; O, 36,12.

SM (impact électronique) : m/z (%) = 357 (M + H], 11%); 356 (M*°, 54%); 339 (8%);
338 (33%); 328 (7%); 312 (8%); 191 (45%); 178 (63%); 177 (90%); 165 (23%); 162 (61%);
150 (71%); 137 (9%).
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C. Synthése du tournefolal et des acides tournefoliques A et B

1. Synthese du 2-acétoxy-3-méthoxybenzaldehyde, 64

CHO CHO

©:OH DMAP / EtNiPr, ©:OAC
OMe Ac,0 OMe

Dans un ballon de 100 mL, placer 10 g d’orthovanilline (65,8 mmol), 0,8 g de 4-

diméthylaminopyridine (DMAP) dans 23 mL de diisopropyléthylamine (iPr,NEt). Refroidir a
0 °C et ajouter 7,9 mL d’anhydride acétique. Au bout de 12 h d’agitation a température
ambiante, la solution est versée sur 100 mL d’une solution d’acide chlorhydrique 3N, extraite
au dichlorométhane (3 x 25 mL). Les phases organiques sont rassemblées, lavées a 1’eau et
séchées sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient un solide

marron que 1’on recristallise dans de 1’éthanol absolu.

2-acéetoxy-3-méthoxybenzaldéhyde (64)

CHO

OAC C10H1()O4 (M = 194,18 g/rnol)
Rendement = 85%

OMe

Solide marron

Te=75-76 °C (lit."' 75,4-76,2 °C)

RMN 'H (CDCls, 200 MHz) : 2,40 ppm (s, 3H, OAc); 3,82 ppm (s, 3H, OMe); 7,22 ppm
(dd, 1H, *J = 8,3 Hz, *J = 1,9 Hz); 7,32 ppm (t, 1H, T = 8,3 Hz); 7,48 ppm (dd, 1H, *J = 8,3
Hz, *T=1,9 Hz); 10,11 ppm (s, |H, CHO).
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2. Synthése du 2-acétoxy-6-bromo-3-méthoxybenzaldéhyde, 65

CHO CHO

Br OA
é[OAC KBr / H,0 \ij ¢
~ ~OMe Br, OMe

A une solution de bromure de potassium KBr (10 g) dans 1’eau (60 mL) est ajouté

goutte a goutte du brome (1,7 mL, 1,4 éq., 30,9 mmol). Le 2-acétoxy-3-méthoxybenzaldéhyde
(5 g, 21,5 mmol) est ensuite ajouté a cette solution et le mélange réactionnel est agité toute la
nuit a température ambiante. La suspension est ensuite filtrée; le précipité obtenu est lavé a
I’acétate d’éthyle puis recristallisé dans un mélange hexane-acétate d’éthyle : on recueille des

cristaux blancs.

2-acetoxy-6-bromo-3-méthoxybenzaldéhyde (65)

CHO

Br OAC Ci10HoO4Br (M = 273,08 g/mol)
— V]
[ I OMe Rendement = 79%
Solide blanc
Tr=120-121 °C (lit."' 121,6-123,4 °C)

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 2,38 ppm (s, 3H, OAc); 3,82 ppm (s, 3H, OMe); 7,02 ppm (d,
1H, )= 8,9 Hz); 7,49 ppm (d, 1H, 3= 8,9 Hz); 10,21 ppm (s, 1H, CHO).

3. Synthése du 6-bromo-2-hydroxy-3-méthoxybenzaldéhyde, 66

CHO

c‘:Ho
Br OAc NaHCO; Br\C[OH
MeOH Z ~0OMe

OMe
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Une solution de 2-acétoxy-6-bromo-3-méthoxybenzaldéhyde (7 g, 25,6 mmol) et de
bicarbonate de sodium NaHCO; (2,4 g, 1,1 €q., 28,2 mmol) dans le méthanol (41 mL) est
agitée pendant 2 heures a température ambiante. Cette solution est ensuite acidifiée par de
I’acide chlorhydrique 3N puis extraite au dichlorométhane (3 x 25 mL). Les phases
organiques sont rassemblées, lavées a la saumure puis séchées sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, le solide jaune obtenu

est recristallisé dans un mélange hexane-acétate d’éthyle : on recueille des cristaux jaunes.

6-bromo-2-hydroxy-3-méthoxybenzaldehyde (66)

CHO

Br OH CsH;03Br (M = 231,04 g/mol)
Rendement = 99%
OMe

Cristaux jaunes

Te=105-106 °C (lit."! 105,6-106,4 °C)

RMN *H (CDCl;, 200 MHz) : 3,92 ppm (s, 3H, OMe); 6,88 ppm (d, 1H, *J = 8,6 Hz); 7,12
ppm (d, 1H, *J = 8,6 Hz); 10,26 ppm (s, IH, CHO); 11,38 ppm (s él., 1H, OH).

4. Synthése du (6-bromo-2-hydroxy-3-méthoxyphényl)méthanol, 67

OH
CHO
Br\)\;:OH NaBH, Br OH
OMe  NaOH 2N OMe

A une solution de 6-bromo-2-hydroxy-3-méthoxybenzaldéhyde (5,9 g, 25,5 mmol)

dans une solution de soude 2N (33 mL) est ajouté du borohydrure de sodium (0,95 g, 1 éq.) a
température ambiante. Au bout de 4 heures d’agitation, on acidifie avec une solution d’acide
chlorhydrique 3N. Le mélange est extrait avec du dichlorométhane (3 x 30 mL). Les phases

organiques sont rassemblées et séchées sur sulfate de sodium.
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Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, on recueille un solide

blanc.

(6-bromo-2-hydroxy-3-methoxyphényl)méthanol (67)

OH
r CsHoO3Br (M = 233,06 g/mol)

Br_~_OH
| P Rendement = 99%
OMe

Solide blanc
Ts= 104 °C (lit.'* 104-105 °C)

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,65 ppm (s, 3H, OMe); 4,53 ppm (s, 2H); 6,62 ppm (d, 1H, *J
= 8,5 Hz); 6,73 ppm (d, 1H, *J = 8,5 Hz).

RMN C (CDCl;, 50 MHz) : 55,8 ppm (t); 60,4 ppm (q); 111,0 ppm (d); 114,6 ppm (s);
122,9 ppm (d); 124,9 ppm (s); 145,0 ppm (s); 145,8 ppm (s).

5. Synthese du 1-bromo-2-bromométhyl-3-hydroxy-4-

methoxybenzene, 68

OH Br

Br OH  HBr/AcOH Br\CEOH
OMe OMe

AcOH

A une solution du (6-bromo-2-hydroxy-3-méthoxyphényl)méthanol (5,4 g, 23,2
mmol) dans de 1’acide acétique (24,3 mL) est ajoutée une solution de HBr a 33% dans 1’acide
acétique (49 mL) a température ambiante. Au bout de 2 heures d’agitation, on ajoute 100 mL
d’eau. Le solide formé est filtré sous vide.

Apres séchage du solide a I’étuve, on recueille un solide violet.
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1-bromo-2-bromométhyl-3-hydroxy-4-méthoxybenzene (68)

Br
Br N OH C8H902Br2 (M = 295,96 g/mol)
| P Rendement = 74%
OMe

Solide violet

Tr=90-91 °C

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,88 ppm (s, 3H, OMe); 4,77 ppm (s, 2H, CHy); 6,71 ppm (d,
1H, *J = 8,8 Hz); 7,09 ppm (d, 1H, *J = 8.8 Hz).

RMN **C (CDCls, 50 MHz) : 27,9 ppm (t); 56,4 ppm (q); 111,8 ppm (d); 116,2 ppm (s);
123,3 ppm (s); 123,5 ppm (d); 145,3 ppm (s); 146,0 ppm (s).

Microanalyses : Pour CsHqO,Br,: Calculé : C, 32,47; H, 2,72; Br, 54,00; O, 10,81
Trouvé : C, 32,54; H, 2,81; Br, 54,40; O, 11,01.

6. Synthése du bromure de (6-bromo-2-hydroxy-3-
methoxyphénylméthyl)triphénylphosphonium , 69

rBf PPhs"Br

Br\i\IOH PPhy Br [ OH
Z~0OMe toluéne /[OMe

A une solution du 1-bromo-2-bromométhyl-3-hydroxy-4-méthoxybenzene (4,1 g, 13,8

mmol) dans le toluéne (120 mL) est ajouté un équivalent de triphénylphosphine (3,7 g). On
porte a reflux puis au bout de 12 heures d’agitation, on filtre sous vide le solide formé.

Apres séchage du solide a I’étuve, on recueille un solide jaune.
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bromure de (6-bromo-2-hydroxy-3-
methoxyphénylméthyl)triphénylphosphonium (69)

rPPhs Br Ca6H230,B1,P (M = 558,24 g/mol)

Br\@OH Rendement = 91%
= 0OMe Solide violet

Tr=244-245 °C

RMN H (CDCl3, 200 MHz) : 3,72 ppm (s, 3H, OMe); 4,89 ppm (d, 2H, 2 =13,0 Hz, CH,);
6,63 ppm (d, 1H, 37=89 Hz); 6,91 ppm (d, 1H, 3= 8,9 Hz); 7,69 ppm (m, 15H, P¢3).

RMN “*C (CDCls, 50 MHz) : 56,5 ppm (q); 56,6 ppm (t); 111,2 ppm (d); 114,65 ppm (s);
114,7 ppm (s); 115,3 ppm (d); 115,45 ppm (s); 116,98 ppm (s); 117,01 ppm (d); 118,7 ppm
(d); 125,6 ppm (d); 125,7 ppm (d); 130,04 ppm (d); 130,07 ppm (d); 130,29 ppm (d); 130,32
ppm (d); 134,2 ppm (d); 134,4 ppm (d); 135,13 ppm (d); 135,19 ppm (d); 135,22 ppm (d);
135,28 ppm (d); 144,45 ppm (s); 144,6 ppm (d); 148,3 ppm (s); 148,4 ppm (s).

SM (impact électronique) : m/z (%)= 480 (*'Br) (IM™ + H], 30%); 479 (*'Br) (IM™],
100%); 478 (Br) (IM™ + H], 25%); 477 (" Br) (M ], 95%).

7. Synthése du 4-bromo-7-méthoxy-2-(3,4-

diméthoxyphényl)benzofurane, 70

PPhs"Br 1) DCC/DMAP / Br
acide 3,4-benzoique / CH,CI —
Br OH | e b OMe
<\
OMe 5 NEt; / dioxane OMe OMe
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A une solution de dicyclohexylcarbodiimide (10,1 mmol, 1,4 g) dans du
dichlorométhane sec (112 mL) est ajoutée une solution de bromure de (6-bromo-2-hydroxy-3-
méthoxyphénylméthyl)triphénylphosphonium (6,05 g, 10,8 mmol), de DMAP (1,3 mmol,
0,15 g) et d’acide benzoique (8,0 mmol, 1,45 g) dans 375 mL de dichlorométhane sec sous
azote. Le mélange réactionnel est agité une nuit a température ambiante. La solution est
ensuite concentrée sous vide et le résidu est dissout dans 375 mL de dioxane sec. On ajoute
6,3 mL de triéthylamine et le mélange réactionnel est porté a reflux pendant une nuit.

Apres refroidissement, la solution est filtrée et le solvant est évaporé sous pression
réduite. Une colonne de silice normale du résidu (¢luant : 40% hexane / 60% acétate d’éthyle,

%v/v) permet d’isoler le benzofurane.

4-bromo-7-méthoxy-2-(3,4-diméthoxyphényl)benzofurane (70)

Br
N e C17H1504Br (M = 363,2 g/mol)
~0 Rendement = 74%
OMe OMe Solide jaune
Tr=139-140 °C

RMN *H (CDCls, 200 MHz) : 3,86 ppm (s, 3H, OMe); 3,92 ppm (s, 3H, OMe); 3,94 ppm (s,
3H, OMe); 6,59 ppm (d, 1H, °J = 8,6 Hz); 6,82 ppm (s, 1H); 6,83 ppm (d, 1H, *J = 8.6 Hz);
7,19 ppm (d, 1H, °J = 8,6 Hz); 7,30 ppm (d, 1H, *J= 2.2 Hz); 7,39 ppm (dd, 1H, *J= 8,6 Hz,
*J=2,2 Hz).

RMN C (CDCl;, 50 MHz) : 56,0 ppm (q); 56,1 ppm (q); 56,2 ppm (q); 100,4 ppm (d);
104,3 ppm (s); 107,5 ppm (d); 108,15 ppm (d); 111,3 ppm (d); 118,35 ppm (d); 122,75 ppm
(s); 126,0 ppm (d); 132,0 ppm (s); 143,45 ppm (s); 144,7 ppm (s); 149,2 ppm (s); 149,95 ppm
(s); 156,7 ppm (s).

SM (impact électronique) : m/z (%) = 365 (*'Br) ((M"® + H], 100%); 363 ("Br) (M + H],
95%).
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Microanalyses : Pour Ci7H;504Br: Calculé : C, 56,22; H, 4,16; Br, 22,00; O, 17,62
Trouvé : C, 56,27; H, 4,35; Br, 22,20; O, 17,94.

8. Synthese du 4-formyl-7-methoxy-2-(3,4-

diméthoxyphényl)benzofurane, 61

Br CHO
X — N
\/ OMe  BuLi/THF || N \ /) OMe + | P b OMe
o —_— ‘/ o .
OMe OMe  DMF/-78°C | OMe OMe OMe

A une solution de 4-bromo-7-méthoxy-2-(3,4-diméthoxyphényl)benzofurane (6,6
mmol, 2,4 g) dans du tétrahydrofurane sec (15 mL) refroidie a —78 °C est ajoutée tres
lentement une solution de n-BuLi 1,6 M dans I’hexane (1,1 équivalents, 4,6 mL). On laisse la
température remonter jusqu’a —50 °C puis on redescend a nouveau a —78 °C. On ajoute tres
rapidement du diméthylformamide (50 équivalents).

On maintient 1’agitation pendant 1 h en laissant remonter la température. On ajoute
ensuite de I’eau distillée (15 mL) et on extrait a I’éther éthylique (3 x 15 mL). Les phases
organiques réunies sont séchées sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique, on effectue une séparation sur une colonne de
silice normale (¢luant : 50% hexane / 50% acétate d’éthyle, % v/v) et on obtient le produit

formylé et le produit débromé.

4-formyl-7-méthoxy-2-(3,4-diméthoxyphényl)benzofurane (61)

CHO
— C18H1605 (M = 312,32 g/mol)
\/ \ / —OMe
o Rendement = 77%
OMe OMe Solide jaune
Te=126-127 °C (lit."* °C)
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RMN *H (CDCIs, 200 MHz) : 3,78 ppm (s, 3H, OMe); 3,82 ppm (s, 3H, OMe); 3,96 ppm (s,
3H, OMe); 6,66 ppm (d, 1H, °J = 8,3 Hz); 6,79 ppm (d, 1H, *J = 8,6 Hz); 7,21 ppm (s, 1H);
7,31 ppm (d, 1H, 3 = 8,3 Hz); 7,43 ppm (dd, 1H, )= 8,6 Hz, = 1,3 Hz); 7,45 ppm (s, 1H);
9,88 ppm (s, 1H, CHO).

RMN *C (CDCls, 50 MHz) : 55,8 ppm (q); 55,9 ppm (q); 56,1 ppm (q); 100,45 ppm (d);
105,55 ppm (d); 108,0 ppm (d); 111,1 ppm (d); 118,4 ppm (d); 122,43 ppm (s); 122,47 ppm
(s); 129,9 ppm (s); 131,8 ppm (d); 143,5 ppm (s); 149,0 ppm (s); 149,4 ppm (s); 150,0 ppm

(s); 158,9 ppm (s); 190,6 ppm (d).

SM (impact électronique) : m/z (%) = 313 (M + H], 100%); 314 (IM™° + 2H], 20%); 22
(26%).

Microanalyses : Pour CgHcOs: Calculé : C, 69,22; H, 5,16; O, 25,61
Trouvé : C, 68,98; H, 5,37; O, 25,91.

7-méthoxy-2-(3,4-dimethoxyphényl)benzofurane (71)

mom C17H1e0s (M = 284,31 g/mol)
© OMe Rendement = 22%
OMe

Solide jaune

Te=115-118 °C

RMN 'H (CDCIs, 200 MHz) : 3,92 ppm (s, 3H, OMe); 3,98 ppm (s, 3H, OMe); 4,05 ppm (s,
3H, OMe); 6,78 ppm (m, 1H); 6,90 ppm (s, 1H); 6,92 ppm (d, 1H, 3= 8,6 Hz); 7,14 ppm (d,
1H, *J = 1,9 Hz); 7,16 ppm (s, 1H); 7,38 ppm (d, 1H, *J = 1,9 Hz); 7,47 ppm (dd, 1H, *J= 8,6
Hz, *J= 1,9 Hz).

RMN “*C (CDCls, 50 MHz) : 56,2 ppm (q); 56,3 ppm (2xq); 102,95 ppm (d); 106,55 ppm
(d); 108,45 ppm (d); 111,5 ppm (d); 113,3 ppm (d); 118,4 ppm (d); 123,7 ppm (d); 128,5 ppm
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(s); 131,35 ppm (s); 141,9 ppm (s); 145,4 ppm (s); 149,4 ppm (s); 149,85 ppm (s); 156,4 ppm
(9)-

Microanalyses : Pour C17H;604: Calculé : C, 71,82; H, 5,67; O, 22,51
Trouvé : C, 72,00; H, 5,34; O, 22,63.

SM (impact électronique) : m/z (%) = 285 ([M™° + H], 70%); 257 ((IM™° - CO + H], 5%).

9. Synthése du 3-[7-méthoxy-2-(3,4-diméthoxyphényl)benzofuran-4-
yl]acrylate d’éthyle, 73

CHO

O N\ O OMe BuLi / THF TN OMe
of g e/

Br" "Ph,PCH,CO,Et
OMe OMe PR OMe OMe

A une solution de bromure d’éthoxycarbonylméthyltriphénylphosphonium (Br
Ph; " PCH,CO,Et) (1,1 équivalents, 5,3 mmol, 2,3 g) dans le tétrahydrofurane sec (10 mL) est
ajoutée tres lentement une solution de n-BuLi 1,6 M dans I’hexane (1,1 équivalents, 3,3 mL).

On maintient 1’agitation pendant 3 h et on ajoute goutte a goutte une solution de 4-
formyl-7-méthoxy-2-(3,4-diméthoxyphényl)benzofurane (4,8 mmol, 1,5 g) dissout dans 15
mL de tétrahydrofurane sec.

Aprés 24 h d’agitation, on évapore le solvant organique sous pression réduite, on
effectue une séparation sur une colonne de silice normale (¢luant : 60% hexane / 40% acétate

d’éthyle, % v/v) et on recueille un solide jaune.
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3-[7-méthoxy-2-(3,4-diméthoxyphényl)benzofuran-4-yl]acrylate d’éthyle
(73)

CH206 (M =382,41 g/mol)
Rendement = 40%

O \ O ome | Solide jaune
O

Tr=130-133 °C

RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) : 1,35 ppm (t, 3H, *J = 8,3 Hz, CHs); 3,90 ppm (s, 3H, OMe);
3,97 ppm (s, 3H, OMe); 4,02 ppm (s, 3H, OMe); 4,28 ppm (q, 2H, 3 = 8,3 Hz, CH,); 6,43
ppm (d, 1H, *J = 15,9 Hz); 6,73 ppm (d, 1H, *T = 8,3 Hz); 6,90 ppm (d, 1H, *J = 8,3 Hz); 7,13
ppm (s, 1H); 7,34 ppm (d, 1H, 3 = 8,3 Hz); 7,35 ppm (s, 1H); 7,48 ppm (dd, 1H, 3= 8,3 Hz,
J=1,9 Hz); 7,88 ppm (d, 1H, *J = 15,9 Hz).

RMN **C (CDCls, 50 MHz) : 14,6 ppm (q); 56,2 ppm (q); 56,25 ppm (q); 56,35 ppm (q);
60,6 ppm (t); 99,45 ppm (d); 106,8 ppm (d); 111,5 ppm (d); 113,3 ppm (d); 116,6 ppm (d);
118,35 ppm (d); 123,0 ppm (d); 123,7 ppm (s); 125,15 ppm (s); 130,75 ppm (s); 142,7 ppm
(s); 143,95 ppm (d); 146,85 ppm (s); 149,4 ppm (s); 150,25 ppm (s); 157,6 ppm (s); 167,7
ppm (s).

SM (impact électronique) : m/z (%) = 383 ([M"° + H], 70%); 337 (M - EtOH], 100%).

Microanalyses : Pour C»,H,,0¢: Calculé : C, 69,10; H, 5,80; O, 25,10
Trouvé : C, 69,00; H, 5,89; O, 24,94.
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10. Synthése du 2-benzyloxy-6-bromo-3-méthoxybenzaldéhyde, 75

CHO

CHO
BV\C[OH BnBr/ K,CO3 Br\@iOBn
OMe MeOH / CHC|3 OMe

Dans un ballon de 100 mL, on place le 6-bromo-2-hydroxy-3-méthoxybenzaldéhyde

(5 g, 21,6 mmol), du carbonate de potassium (1 équivalent, 21,6 mmol, 3,0 g) et du bromure
de benzyle (1 équivalent, 2,6 mL) dans 28 mL de chloroforme et 14 mL de méthanol et on
porte le mélange a reflux. Au bout de 4 h, on concentre le mélange réactionnel et on dissout le
résidu dans du chloroforme (15 mL) et on effectue des lavages de la phase organique avec une
solution chlorhydrique 1N puis avec une solution de soude 10% et enfin avec de la saumure.
La phase organique est ensuite séchée sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient un solide

jaune.

2-benzyloxy-6-bromo-3-méthoxybenzaldéhyde (75)

CHO
Br% OBn Ci5sH1303Br (M = 321,17 g/mol)

| Rend t = 80%
k):OMe ecnaecmen 0

Solide jaune

Ts= 47-48 °C (lit."* 49 °C)

RMN *H (CDCl3, 200 MH2z) : 3,82 ppm (s, 3H, OMe); 5,11 ppm (s, 2H, CH>); 6,93 ppm (d,
1H, °J = 8,9 Hz); 7,3-7,5 ppm (m, 6H).
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11. Synthese du (E)-2-(6-bromo-3,4-dimethoxypheényl)-1-(2-

benzyloxy-6-bromo-3-méthoxy)éthyléne, 76E et du (Z)-2-(6-bromo-3,4-
diméthoxyphényl)-1-(2-benzyloxy-6-bromo-3-méthoxy) éthyléne, 76Z.

jypph3 Br  Br
OMe  MeONa/MeOH \ o8 OMe
OMe

A du sodium (1,1 équivalents, 0,5 g) dissout dans du méthanol (10 mL), on ajoute le
bromure de (2-bromo-4,5-diméthoxyphénylméthyl)triphénylphosphonium (1 équivalent, 17,3
mmol, 9,9 g) dissout dans 20 mL de méthanol et on agite vigoureusement pendant 30 min.

Dans un ballon de 100 mL, on dissout le 2-benzyloxy-6-bromo-3-
méthoxybenzaldéhyde (17,3 mmol, 5,6 g) dans 50 mL de méthanol, on ajoute goutte a goutte
la solution ainsi préparée ci-dessus et on porte a reflux le mélange. Au bout de 24 h, on
concentre le mélange réactionnel. On dissout le résidu dans I’acétate d’éthyle (20 mL) et on
effectue des lavages a I’eau (2 x 15 mL). Les phases organiques sont rassemblées et séchées
sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient une huile que
I’on purifie par chromatographie sur colonne de silice normale (éluant: 80% hexane / 20%

acétate d’éthyle, %v/v). On récupere les 2 isomeres séparément.

Rendement global = 99%

(Z2)-2-(6-bromo-3,4-dimethoxypheényl)-1-(2-benzyloxy-6-bromo-3-méthoxy)
éthyléne (762)

Br
o~ OMe | CaoH204Br> (M = 534,24 g/mol)
— 0
OBBr/\y\ OMe Rendement = 3%
OMe Huile jaune
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RMN 'H (CDCls, 200 MHz): 3,32 ppm (s, 3H, OMe); 3,79 ppm (s, 3H, OMe); 3,81 ppm (s,
3H, OMe); 4,82 ppm (s, 2H, CH,); 6,40 ppm (d, 1H, *J = 11,8 Hz); 6,50 ppm (s, 1H); 6,74
ppm (d, 1H, 3 = 8,9 Hz); 6,87 ppm (d, 1H, 3 = 11,8 Hz); 6,93 ppm (s, 1H); 7,31 ppm (m,
6H).

RMN *3C (CDCls, 50 MHz) : 55,4 (q); 56,1 (q); 56,1 (q); 74.8 (t); 112 (d); 112,7 (d); 114,65
(s); 114,8 (s); 115,2 (d); 125,3 (d); 127,96 (d); 128,05 (d); 128,4 (d); 128,5 (d); 128,99 (d);
129,08 (s); 131,1 (d); 131,9 (d); 133,5 (s); 137,35 (s); 146,4 (s); 147,7 (s); 148,9 (s); 152,8 (5s).

(E)-2-(6-bromo-3,4-diméthoxyphényl)-1-(2-benzyloxy-6-bromo-3-
meéthoxy)éthylene (76E)

MeO  OMe C14H2,04Br, (M = 534,24 g/mol)
; O Rendement = 96%
r
_ B Solide jaune
O Tr=101-103 °C
OBn
OMe

RMN H (CDCls, 200 MHz): 3,86 ppm (s, 3H, OMe); 3,92 ppm (s, 6H, OMe); 4,98 ppm (s,
2H, CH,); 6,72 ppm (d, 1H, *J = 8,9 Hz); 6,96 ppm (d, 1H, *J = 16,2 Hz); 6,99 ppm (s, 1H);
7,11 ppm (s, 1H); 7,35 ppm (d, 1H, *J = 8,9 Hz et m, 5H); 7,72 ppm (d, 1H,’J = 16,2 Hz) .

RMN C (CDCls, 50 MHz) : 56,17 (q); 56,21 (q); 56,3 (q); 74,9 (t); 109 (d); 112.4 (d);
115,0 (s); 115,35 (s); 115,7 (d); 124,7 (d); 128,1 (d); 128,4 (d); 128,64 (d); 128,66 (d); 129,0
(d); 129,8 (s); 131,1 (d); 131,9 (s); 134,4 (d); 137.,4 (s); 147,2 (s); 148,8 (s); 149,7 (s); 152,95
(s).

SM (impact électronique) : m/z (%)= 537 (*'Br*'Br) ((M™ + H], 20%); 535 (*'Br"’Br)
(IM*® + H], 30%); 533 (’Br’’Br) (M + H], 20%); 456 (*'Br) ((M"° - *'Br + H], 12%); 454
(Br) (IM™ - PBr + H], 12%).
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Microanalyses : Pour C4H»,04Br;: Calculé : C, 53,96; H, 4,15; Br, 29,91; O, 11,98
Trouvé : C, 54,21; H, 4,00; Br, 30,11; O, 12,21.

12. Synthése du (E)-2-(6-bromo-3,4-diméthoxyphényl)-1-(6-bromo-2-
hydroxy-3-méthoxy)éthylene, 77E et du (Z£)-2-(6-bromo-3,4-
diméthoxyphényl)-1-(6-bromo-2-hydroxy-3-meéthoxy)éthylene, 77Z.

Br OMe Br OMe
— T
BCl; / CH,CI
Qom#& & QOMe
OBn Br H,O \ OH Br
OMe OMe

On dissout le (E)-2-(6-bromo-3,4-diméthoxyphényl)-1-(2-benzyloxy-6-bromo-3-
méthoxy)éthyleéne (2 g, 3,7 mmol) dans 25 mL de dichlorométhane. On place le mélange sous
atmosphere inerte d’argon, on refroidit a 0 °C et on ajoute goutte a goutte du trichlorure de
bore (solution 1,0 M dans CH,Cl,, 5 équivalents, 18,7 mL).

Aprées 2 h d’agitation a 0 °C et 1 h 30 d’agitation a température ambiante, on verse le
mélange réactionnel dans 25 mL d’eau glacée. On extrait au dichlorométhane (3 x 20 mL) et
on séche la phase organique sur sulfate de magnésium.

Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient une huile

marron.

On procede de la méme fagon pour le (Z)-2-(6-bromo-3,4-diméthoxyphényl)-1-(2-

benzyloxy-6-bromo-3-méthoxy)éthyléne. On obtient une huile marron.
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(E)-2-(6-bromo-3,4-dimethoxyphényl)-1-(6-bromo-2-hydroxy-3-
methoxy)éthylene (77E)

MeO OMe
C17H1(,O4BI'2 (M = 444,1 1 g/mol)

Rendement = 99%

Huile marron

OMe

RMN *H (CDCls, 200 MHz): 3,88 ppm (s, 3H, OMe); 3,89 ppm (s, 3H, OMe); 3,95 ppm (s,
3H, OMe); 6,38 ppm (s ¢€l., 1H) ; 6,61 ppm (d, 1H, 3= 8,6 Hz); 7,04 ppm (s, 1H); 7,10 ppm
(d, 1H, *J = 8,6 Hz); 7,12 ppm (d, 1H, T = 16,2 Hz); 7,22 ppm (s, 1H); 7,88 ppm (d, 1H, °J =
16,2 Hz) .

RMN C (CDCls, 50 MHz) : 55,9 (q); 56,0 (q); 56,0 (q); 112,35 (s); 114,3 (d); 115,0 (d);
115,25 (d); 115,3 (s); 127,3 (d); 131,1 (s); 133,95 (d); 134,9 (d); 135.4 (s); 144.,6 (s); 148,0
(s); 148,8 (s); 148,95 (s).

(Z2)-2-(6-bromo-3,4-dimethoxyphényl)-1-(6-bromo-2-hydroxy-3-
methoxy)éthylene (772Z)

OMe C17H1604Br, (M = 444,11 g/mol)

X
mOMe Rendement = 99%

OMe Huile marron

RMN *H (CDCls, 200 MHz): 3,56 ppm (s, 3H, OMe); 3,85 ppm (s, 3H, OMe); 3,86 ppm (s,
3H, OMe); 6,59 ppm (d, 1H, 3 = 8,6 Hz); 6,72 ppm (d, 1H, 3 = 11,7 Hz); 6,83 ppm (s, 1H);
6,97 ppm (d, 1H, *J = 11,7 Hz); 6,94 ppm (s, 1H); 7,26 ppm (d, 1H, *J = 8,6 Hz).
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RMN C (CDCls, 50 MHZ) : 55,9 (q); 56,0 (q); 56,05 (q); 112,35 (s); 114,3 (d); 115,0 (d);
115,25 (d); 115,3 (s); 127,3 (d); 131,6 (s); 132,5 (d); 134,7 (d); 135,4 (s); 144,6 (5); 148,0 (s);
148,8 (s); 148,95 (s).

13. Synthése du (Z)-1-bromo-4,7,8-triméthoxydibenzo[b,floxépine, 78

Br
Br
@O'\"e (CuOT),,toluéne —
\ CSZCO3 O
p // ~0OMe o O OMe
oH Br pyridine dégazée, distillée (‘)M
OMe © OMe

Une solution contenant du (E)-2-(6-bromo-3,4-diméthoxyphényl)-1-(6-bromo-2-
hydroxy-3-méthoxy)éthyléne (1 g, 2,25 mmol), du carbonate de césium (2 équivalents, 4,5
mmol, 1,46 g) et du « triflate de cuivre » (0,1125 mmol, 58,2 mg, 5% molaire) dans 50 mL de
pyridine distillée et dégazée est portée a reflux pendant 24 h.

Apres refroidissement, le mélange réactionnel est versé sur une solution d’acide
chlorhydrique 10% (100 mL) puis extrait au chloroforme (3 x 20 mL). Les phases organiques
sont rassemblées, lavées avec une solution de soude 10% (40 mL), a la saumure puis enfin
séchées sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique, le résidu obtenu est purifié par
chromatographie sur colonne de silice (silice normale, éluant: hexane 50% / acétate d’éthyle

50%, % v/v). On obtient un solide marron.

On procede de la méme maniére pour le (Z)-2-(6-bromo-3,4-diméthoxyphényl)-1-(6-
bromo-2-hydroxy-3-méthoxy)éthyléne.

(Z2)-1-bromo-4,7,8-triméthoxydibenzo[b,floxépine (78)

Br

= C17H1504Br (M = 362,20 g/mol)
| P o OMe Rendement = 25%

OMe OMe Huile marron
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RMN 'H (CDCls, 200 MHz): 3,84 ppm (s, 3H, OMe); 3,89 ppm (s, 3H, OMe); 3,91 ppm (s,
3H, OMe); 6,66 ppm (s, 1H); 6,78 ppm (d, 1H, °J = 8,8 Hz); 6,81 ppm (d, 1H, *J = 11,4 Hz);
6,88 ppm (s, 1H); 6,94 ppm (d, 1H, *J = 11,4 Hz); 7,29 ppm (d, 1H, *J = 8,8 Hz).

RMN 2C (CDCls, 50 MHz) : 56,25 (q); 56,3 (q); 56,4 (q); 105.,6 (d); 110,75 (s); 112,9 (d):;
113,35 (d); 112,1 (s); 127,95 (d); 128,7 (d); 128,75 (d); 131,0 (5); 131,25 (5); 146,4 (5);

150,65 (s); 151,3 (s); 152,2 (s).

SM (impact électronique) : m/z (%) = 365 (*'Br) ((M"® + H], 100%); 363 ("Br) (M + H],
85%); 351 (25%); 349 (25%).

Microanalyses : Pour C7H504Br: Calculé : C, 56,22; H, 4,16; Br, 22,00; O, 17,62
Trouvé : C, 56,41; H, 4,27; Br, 22,33; O, 17,94.

D. Synthese de I’acide fukiique

1. Synthese de la 4-[1-(3,4-diméthoxyphényl)méthylidene]-2-méthyl-

4H-oxazol-5-one, 80

CHO o
. Ac,0 MeO X
Ac-NH-CH,-COOH e
OMe AcONa MeO K
OMe

Dans un ballon de 100 mL, on place du vératraldéhyde (5 g, 30,1 mmol), de la N-
acétylglycine (4,23 g, 36,1 mmol), de ’acétate de sodium (3,21 g, 39,1 mmol) dans de
I’anhydride acétique (150,5 mmol, 14 mL) et on porte a reflux pendant 8 h.

On refroidit la solution a température ambiante, on ajoute 50 mL d’eau puis on laisse
agiter pendant une nuit. Le précipité jaune obtenu est filtré, lavé avec de 1’éthanol aqueux a

50% (4 x 20 mL) puis séché sous vide. On obtient un solide orange.
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4-[1-(3,4-diméthoxyphényl)méthylidene]-2-méthyl-4H-oxazol-5-one (80)

O
MeO N Ci3H13NOy4 (M = 247,25 g/mol)
MeO N§<O Rendement = 65%

Solide orange

Te= 166 °C (lit." 166-167 °C)

RMN 'H (DMSO-d6, 200 MHz) : 2,39 (s, 3H, Me); 3,78 ppm (s, 3H, OMe); 3,82 ppm (s,
3H, OMe); 7,07 ppm (d, 1H, °J = 8,2 Hz); 7,12 ppm (s, 1H); 7,73 ppm (d, 1H, *J = 8,2 Hz);
7,92 ppm (s, 1H).

2. Syntheése de I’acide 3,4-diméthoxyphénylpyruvique, 81

O

MeO AN HCI 3N MeOWCOOH
O
N OH
MeO \< MeO

Dans un ballon de 100 mL, on place la 4-[1-(3,4-diméthoxyphényl)méthylidéne]-2-
méthyl-4H-oxazol-5-one (3 g, 12,15 mmol) dans 77,2 mL d’HCIl 3N et on porte a reflux
pendant 4 h.

Apres réaction, on filtre a chaud le mélange réactionnel, on lave le précipité formé a

I’eau (2 x 10 mL) et on séche sous vide. On obtient un solide violet.

acide 3,4-diméthoxyphénylpyruvique (81)

MeO
Q/\/COOH C1H 1205 (M = 224,21 g/mol)
OH
MeO Rendement = 75%
Solide violet

Tr=201 °C (lit."' 201-202 °C)
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RMN ‘H (DMSO-d6, 200 MHz) : 3,75 ppm (s, 3H, OMe); 3,76 ppm (s, 3H, OMe); 6,39 ppm
(s, 1H); 6,92 ppm (d, 2H, °J = 8,5 Hz); 7,31 ppm (dd, 1H, *J = 8,5 Hz, *J = 1,8 Hz); 7,44 ppm
(d, 1H, *J = 1,8 Hz); 8,95 ppm (s. éL., 1H).

3. Syntheése du 3,4-diméthoxyphénylpyruvate de méthyle, 82

MeO COOH MeO
MeO OH DBU OH

MeO

On dissout I’acide 3,4-diméthoxyphénylpyruvique (2 g, 8,9 mmol) dans 21 mL de
diméthylformamide sec et on refroidit a 0 °C. On ajoute du 1,8-diazabicyclo[5,4,0]undéc-7-
éne (DBU, 8,9 mmol, 0,6 mL) et de I’'iodure de méthyle (5 équivalents, 44,8 mmol, 2,8 mL).

Apres 12 h d’agitation, on verse le mélange dans un mélange éther et HCI N (50 / 50
% v/v). On sépare la phase organique, on la lave avec de I’eau (2 x 20 mL) puis avec une
solution saturée de NaCl (2 x 20 mL) puis on la séche sur sulfate de magnésium.

Apres évaporation du solvant organique sous pression réduite, on obtient un solide

rouge.

3,4-diméthoxyphénylpyruvate de méthyle (82)

Meoﬁ\/coom C12H 1405 (M = 238,24 g/mol)
MeO 7 OH Rendement = 81%

Solide rouge

Tr=99-100 °C (lit.'° 99-102 °C)

RMN H (CD3COCDs3, 200 MHz) : 3,92 ppm (s, 9H, 2-OMe et CO,Me); 6,49 ppm (s, 1H);
6,85 ppm (d, 1H, *J = 8,6 Hz); 7,24 ppm (dd, 1H, °J = 8,6 Hz, *T = 1,91 Hz); 7,49 ppm (d, 1H,
‘=19 Hz)

210

© 2009 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



These de Clémence Queffelec, Lille 1, 2007

Partie expérimentale

RMN C (CD3COCD;, 50 MHz) : 53,1 ppm (q); 55,75 ppm (q); 55.8 ppm (q); 110,9 ppm
(d); 111,45 ppm (d); 112,7 ppm (d); 123,4 ppm (d); 127,1 ppm (s); 137,65 ppm (s); 148,7
ppm (s); 149,1 ppm (s); 166,8 ppm (s).

4. Synthése du (3,4-diméthoxybenzyl)maléate de dimethyle et du (3,4-
diméthoxybenzyl)fumarate de diméthyle, 83Z et 83E.

COZMe

MeO MeO
Ij/\fcoo'\"e PhsPCHCO,Me J\)
Meo” >~ O MeO” > H™ “Co,Me

Toluéne

On dissout le 3,4-diméthoxyphénylpyruvate de méthyle (1,72 g, 7,2 mmol) dans 80
mL de toluéne, on ajoute le (carbométhoxyméthyléne)triphénylphosphorane (7,2 mmol, 2,4
g).

Apres 2 h de reflux, on évapore le toluéne. On obtient une huile que 1’on purifie sur
colonne (silice normale, ¢luant: hexane 70% / acétate d’éthyle 30%, % v/v). On récupere les 2

isomeres séparément.

Rendement global = 99%

(3,4-diméthoxybenzyl)maléate de dimethyle (832)

MeO. CO-Me CsH;506 (M = 294,30 g/mol)
MGOJ\) H COzMe Rendement = 75%
Solide jaune

Te=55-56 °C (lit.'® 56,5-57 °C)

Produit majoritaire

RMN H (CDCl3, 200 MHz): 3,58 ppm (d, 2H, 4= 1,9 Hz, CH,); 3,69 ppm (s, 3H, OMe);
3,73 ppm (s, 3H, OMe); 3,82 ppm (s, 6H, OMe); 5,63 ppm (t, 1H, 4y = 1,9 Hz); 6,62-6,87 (m,

3H, protons aromatiques).
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(3,4-diméthoxybenzyl)fumarate de diméthyle (83E)

Meo COMe | ¢ iH 405 (M = 294,30 g/mol)
MeO c0,c~ “H Rendement = 24%

Solide blanc

Tr=49-50 °C (lit.'° 49-50 °C)

Produit minoritaire

RMN *H (CDCls, 200 MHz): 3,72 ppm (s, 3H, OMe); 3,78 ppm (s, 3H, OMe); 3,81 ppm (s,
3H, OMe); 3,85 ppm (s, 3H, OMe); 4,12 ppm (s, 2H, CH,); 6,72-6,98 ppm (m, 3H, protons
aromatiques); 7,83 ppm (s, 1H).

2-(3,4-diméthoxybenzylidene)succinate de (E)-diméthyle (86)

MeO X CO,Me Ci5H150¢ (M =294,30 g/mol)
:©/\[ Solide blanc
MeO CO,Me

Tr=69,5-70 °C

RMN 'H (CDCls, 200 MHz): 3,58 ppm (s, 2H, CH,); 3,72 ppm (s, 3H); 3,81 ppm (s, 3H,
OMe); 3,86 ppm (s, 3H, OMe); 3,89 (s, 3H, OMe); 6,72-6,91 ppm (m, 3H); 7,84 ppm (s, 1H).

5. Synthése du (2S,3R) et du (2R,3S)-3-(3,4-diméthoxybenzyl)tartrate
de  diméthyle et du (2S,39) et du (2R,3R)-3-(3,4-
diméthoxybenzyl)tartrate de diméthyle, 84Z et 84E.

H

Meoj\) COZMe KMnO4 / MgSO4 MQOWOH
MeO. C:OH CO,Me
MeO” ™ H” “CO,Me  EtOH/0°C MeO o ?
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OH

_ ” _Jveo,c OH CO,Me
MeO c0,¢” H EtOH /0 °C MeO ? 2

On dissout le (3,4-diméthoxybenzyl)maléate de diméthyle (1 g, 3,4 mmol) dans 22,7

mL d’éthanol absolu et on refroidit a 0 °C. On ajoute une solution de permanganate de
potassium (0,74 g) et de sulfate de magnésium (0,53 g) dans 10 mL d’eau et on agite a 0 °C
pendant 3 h.

On ajoute une solution a 25% d’hydrogénosulfite de sodium (30 mL) puis on acidifie
avec de I’acide chlorhydrique a 36%. On extrait ensuite avec de ’acétate d’éthyle (3 x 20
mL). Les phases organiques sont rassemblées et séchées sur sulfate de sodium.

Apres évaporation du solvant organique sous vide, on obtient un solide blanc.

On procéde de la méme maniére pour le (3,4-diméthoxybenzyl)fumarate de diméthyle.

On obtient un solide marron.

rac-3-(3,4-diméthoxybenzyl)tartrate de diméthyle (842)

H
Meoij/\jvj\‘OH C17H504Br (M =363,2 g/mol)
MeO Me0,C OH CO,Me Rendement = 68%
Solide blanc
Te= 139-140 °C (lit."® 141-142 °C)

RMN 'H (CDCls, 200 MHz): 3,07 ppm (s, 2H, CH,); 3,71 ppm (s, 3H); 3,82 ppm (s, 6H);
3,88 ppm (s, 3H); 4,43 ppm (s, 1H); 6,68-6,73 ppm (m, 3H, protons aromatiques).
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rac-3-(3,4-diméthoxybenzyl)tartrate de dimethyle (84E)

MeO X ;OH C17H1504BI' (M = 363,2 g/mol)

R H
J‘\)MeozéOH co,Me | Rendement = 75%
MeO .
Solide marron

Te=91-92 °C (lit."* 93-94 °C)

RMN *H (CDClj3, 200 MHz): 3,01 ppm (d, 1H, J = 13,7 Hz, CH,); 3,21 ppm (d, 1H, J = 13,7
Hz, CH,); 3,69 ppm (s, 6H, CO,Me); 3,82 ppm (s, 6H, OMe); 4,55 (s, 1H); 6,68-6,73 ppm

(m, 3H, protons aromatiques).

6. Synthése de I’acide fukiique ou acide rac-2,3-dihydroxy-3-(3,4-
dihydroxybenzyl)tartrique, 85.

H

H
MeO N HO =
Meo,& OH CO>Me HO,COH CO,H
MeO ? 2 H,0 HO 2 2

On dissout le rac-3-(3,4-diméthoxybenzyl)tartrate de diméthyle (500 mg, 1,35 mmol)
dans 10 mL de dichlorométhane et on ajoute du BBr; (1M dans du CH,Cl,, 6,9 mL) goutte a
goutte a température ambiante. Apres 1 h d’agitation, on ajoute de 1’eau (10 mL) et on agite
pendant 1 h.

On sépare la phase dichlorométhane de la phase aqueuse et on évapore la phase
aqueuse sous pression réduite. On lave le solide formé avec 5 mL d’acétone anhydre et on
évapore 1’acétone. Puis on lave le résidu avec 5 mL de méthanol.

On évapore le solvant organique sous pression réduite et on obtient un solide marron.
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acide fukiique (85)

H
HOWOH Ci11H 204 (M =272.21 g/mol)
HO HO,COH CO>H Rendement = 35%

Huile marron

RMN 'H (CD3;COCD3;, 200 MHz): 2,91 ppm (d, 1H, *J = 13,8 Hz, CH>); 3,12 ppm (d, 1H, 2J
= 13,8 Hz, CH,); 4,53 (s, 1H); 6,52-6,78 ppm (m, 3H, protons aromatiques).

RMN ¥C (CDsCOCDs, 50 MHz) : 41,5 (t); 75,7 (d); 80,6 (s); 115,5 (d); 118,35 (d); 122,6
(d); 128,1 (s); 144,6 (s); 145,15 (s); 172,9 (s); 174,2 (s).

E. Résultats biologiques

1. Mode opeératoire pour les tests in vitro
a. Mode opératoire du Professeur Zeger Debyser (labo ZD)

Les dosages réalisés sur I’ensemble des réactions catalysées par 1’intégrase (overall
integrase) se font par test ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).

Pour déterminer la susceptibilit¢ de 1’enzyme vis-a-vis des composés, nous avons
utilisé des tests ELISA optimisés. Ces dosages utilisent un substrat oligonucléotidique dont
I'un (5’-ACTGCTAGAGATTTTCCACACTGACTAAAAGGGTC-3") est li¢ avec de la
biotine sur la position 3’ finale et I’autre est li¢ avec de la digoxigénine sur la position 5’
finale.

Pour les dosages d’«overall integration», le second oligonucléotide marqué a la
digoxigénine en 5 finale est le (5°-
GACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGT-3").

Pour les dosages sur I’inhibition de la réaction de ST, le second oligonucléotide ne

possede pas la partie GT en position 3’ finale.
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L’intégrase est diluée dans une solution contenant 750 mM de NaCl, 10 mM de Tris,
10 % de glycérol et | mM de B-mercaptoéthanol, 4 pH 7,6."7

Pour exécuter la réaction, 4 pL d’intégrase diluée (ce qui correspond a une
concentration de 1,6 uM) et 4 uL d’oligonucléotides détrempés (7 nM) ont été¢ ajoutés au
volume final de la réaction contenant 10 mM de chlorure de magnésium (MgCl,), 5 mM de
DTT, 20 mM de HEPES, 5% de PEG et 15% de DMSO (diméthylsulfoxyde), a pH 7,5. La
réaction est portée a 37 °C pendant une heure. Les produits de réaction sont dénaturés avec 30

mM de soude et quantifiés par mesure spectrophotométrique.

b. Mode opératoire du Docteur Jean-Francois Mouscadet (labo JFM)

Un premier criblage mesurant 1’activité totale de 1’intégrase est mené sur plaques 96
puits. Le dosage est mené en présence de 1,25 nM du complexe ADN/ADN U5A/USB et de
6,25 nM du complexe ADN/ADN US5A/U5B-2, dans un tampon contenant 20 mM d’HEPES
(pH=7,2), 1 mM de dithiothréitol (DTT),10 mM de MgCl,. Les mélanges sont incubés a 37
°C pendant 1 heure en présence ou non des composés a tester. Les réactions sont stoppées par
extraction par un mélange phénol/chloroforme. Les fragments d’ADN sont précipités par de
I’éthanol, remis en suspension dans 1’eau et séparés sur gel de polyacrylamide dénaturé a 18%
et quantifiés par mesure spectrophotométrique. L’inhibition en présence de la drogue est
exprimée par la concentration inhibitrice permettant de diminuer 1’activité enzymatique de

50%."8

2. Mode opératoire pour les tests sur cellules

a. Sur cellules MT-4

La détermination de I’activité antivirale des drogues est basée sur une réduction de la
cytopathogénicité induite de souche IIIB du VIH-1. L’activité métabolique de la cellule est
estimée par la capacité de la déshydrogénase mitochondriale a réduire le bromure de 3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl-2H-tétrazolium (MTT), jaune, en formazan qui est bleu.
Les cellules MT-4 infectées sont cultivées en présence de différentes concentrations de
drogues pendant 5 jours avant la détermination de la production de virus. La concentration

d’inhibition 50% (CEsp) est tirée de la courbe dose/effets. Parallélement, la cytotoxicité des
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composés MB a été mesurée par le test au MTT sur des cellules infectées aprés 5 jours
d’incubation. La concentration cytotoxique 50% est la concentration pour laquelle la densité

optique & 540 nm est divisée par 2."

b. Sur cellules HeLa-B-gal-CD4+

Les cellules lymphocytaires CEM4fx sont maintenues dans un milieu RPMI-1640
supplémenté de 10% de sérum foetal de veau. Les cellules HeLa-B-gal-CD," sont cultivées
dans du DMEM avec 10% de sérum foetal de veau et 0,5 mg/mL de généticine. Le surnageant
viral est obtenu par transfection des cellules P4 avec le clone génomique du HIV-1 PLN4-3.
Les cellules CEM4fx sont mises en plaques 96 puits (100 pL) et infectées avec le virus. Le
surnageant viral est retiré aprés 2 h d’infection et les molécules en solution dans du DMSO
sont ajoutées. Les cellules infectées sont cultivées en présence des molécules pendant 3 jours.
Les surnageants sont ensuite collectés a t = 72 h et sont utilisés pour infecter les cellules P4.
Les cellules P4 sont incubées pendant 24 h et ensuite lysées dans un tampon phosphate
contenant 50 mM de 2-mercaptoéthanol, 10 mM de MgSQOs, 25 mM d’EDTA, 0,125% de
NP40. 20 pL de lysat sont incubés avec 100 pL de tampon contenant du CPRG. L’intensité¢ de
la coloration rouge est mesurée sur un spectrophotometre a 570 nm. La viabilité des cellules
CEM4fx est estimée par dosage MTT (Sigma) apres 3 jours de traitement avec les molécules
(20 pL). Une solution (7,5 mg/mL) de tampon phosphate est ajoutée. Les plaques sont ensuite
incubées a 37 °C dans un incubateur de CO, pendant 4 h. La solubilisation des cristaux de
formazan est achevée en ajoutant 100 mL de 10% de SDS, 10 mM de HCI. L’absorbance est
lue grace a un spectrophotometre a 570 nm. Les expériences sont effectuées en triplicate et

moyennées.
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Figure 30 : Exemple de test d’inhibition de I’intégrase pour la partie acide de I’acide

salvianolique D
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Synthése de derivés naturels de I’acide caféique, inhibiteurs de I’intégrase du VIH-1

Les traitements actuels contre le SIDA sont composés essentiellement d’inhibiteurs de deux
des trois enzymes du Virus d’Immunodéficience Humaine (VIH), la transcriptase inverse et la
protéase. L’ apparition de résistances impose cependant la recherche de composés actifs sur
d’autres cibles dans le cycle réplicatif du virus. Ce travail a donc été consacré a la synthése de
nouveaux inhibiteurs potentiels de la troisieme enzyme du VIH-1: I’intégrase. Parmi les
composés polyphénoliques qui ont été obtenus, quatre présentent une activité importante lors
de tests in vitro (Clsp < 500 nM) et deux présentent une activité de I’ordre du micromolaire.

Ces composés n’ont pas d’activité antivirale mais ne sont pas toxiques.

Synthesis of natural caffeic acid derivatives, potential HIV-1 integrase inhibitors

Current treatment against AIDS are mainly composed of inhibitors of two of the three HIV-1-
enzymes, the reverse transcriptase and the protease. However, apparition of resistances leads
to search new drugs targeting other steps in the replicative cycle. The aim of this work was to
synthetise new potential inhibitors of the third HIV-1-enzyme: the integrase. Amongst the
different synthesized polyphenols, four of them have a great in vitro activity (1Cso < 500 nM)
and two have an activity closed to the micromolar. These compounds have not an antiviral

activity but they are no toxics.
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