-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byf’f CORE

provided by Theses en ligne de I'Université Toulouse Il - Paul Sabatier

Universite

de Toulouse TH ESE

En vue de I'obtention du

DOCTORAT DE L'UNIVERSITE DE TOULOUSE

Délivré par /'Université Toulouse III - Paul Sabatier
Discipline ou spécialité : Chimie-Biologie-Santé

Présentée et soutenue par Marion RIVAUD
Le 27 février 2012

Titre : Les Benzo[c]phénanthridines antipaludiques d’origine naturelle : Synthéese
d’analogues et étude de leur mode d’action

JURY
Pr. Alexis VALENTIN, Président du jury
Pr. Guy LEWIN, Rapporteur
Dr. Didier STIEN, Rapporteur
Dr. Jidong ZHANG, Examinateur
Pr. Vania BERNARDES GENISSON, Examinatrice
Dr. Valérie JULLIAN, Directrice de thése

Ecole doctorale : Ecole doctorale Sciences de la Matiére
Unité de recherche : UMR 152 PharmaDEV IRD-UPS
Directeur(s) de Thése : Dr. Valérie JULLIAN
Rapporteurs : Pr. Guy LEWIN et Dr. Didier STIEN



https://core.ac.uk/display/12095764?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

RIVAUD -2-

Table des matieres

REMERGCIEMENTS ... eotttittitiiitttteteeeeeeeeteeeeeeeesessseeeesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssnnnnnnnnns 6
LS U PR 7
LISTE DES ABREVIATIONS ... .. 8
INTRODUGCTION . ..ot iiiteeeieeeeee ettt ettt ettt e et e et e et et eeeeeeatateeeeeeeeeeeeaeaaeeeaeeeeaaaaaeaeees 10
1 CONTEXTE / PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE ........cuuttiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieneennnnnnnnnnnnnennennnnes 12
1.1 GENERALITES SUR LE PALUDISME ...uiiiutuiiettiesetuueseetnsesessnseeessnaesessnsssssnsesssnnnesesnnsaeees 12
1.1.1 Le Parasite €t SON VECIEUL .........uuuuuriiiiiriiriiieirsaienneeanesaaeen s s s s s e s s e e e s e s e e e e e aeaaaeeas 12
1.1.2 Situation géographiqUE .........ccceeiiiii i 12
R B @Yol (= U I o T T = 1] | (= 13
1.2 PRINCIPAUX TRAITEMENTS ANTIPALUDIQUES  ...ituiitiitiiiieieinieeeeteete st s s sanssaseaeenns 14
1.2.1 Les inhibiteurs des acides NUCIEIQUES ............uuiiiiiieeiiiiiiiieiiee e e narere e e 14
1.2.2 L’'artémisSiniNg €t SES UEIVES ......cccoiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnnneees 16
1.2.3 Les associations d’anti-paludiques oU ACT ... 17
1.2.4 Les inbibiteurs de détoxification de 'NEME..........ccuuiiiiiiiiee e 18
1.3 LA FORMATION D '"HEMOZOINE DANS PLASMODIUM SP . ..ccuuiiiiiiiiiieiiieeeete e 19
1.4 OPTIMISATION PAR SYNTHESE D 'INHIBITEURS DE FORMATION D 'HEMOZOINE ........ 23
1.4.1 Travail sur les xanthones (2002) .........ccooeiiiiiiii i 23
1.4.2 Travail sur les acridones (2008)..........c.coovieorieoriieeeeee e ee e ee s 24
1.4.3 Travail sur les néocryptolépines et cryptolépines (2009) .........cceveeeeeiiiiiiiiiieieeeee e 26
1.5 LESBENZO[C]PHENANTHRIDINES ...iiiieieeeeeieesseeeeeesssnnnnnnnsasseeeeeaeseeesseessnsssssnnnnnnnnneaens 28
1.5.1 Généralités et études des proprietés biologIQUES ............ccoiiuiiiiiiiiiiieeiiie e 28
1.5.2 Syntheses publiées de benzo[c]phénanthridiNeS ..........ccooeeiiiiiiiiiiiiiiee e 38
1.6 TRAVAUX PRELIMINAIRES AU LABORATOIRE  ..uuiiiiruuieiitieeestieesssnneesssnneesssnneesssnneassnnns 53
1.6.1 Etude bio-guidée de Zanthoxylum rhoifolfAM............ccooveieeee e, 53
1.6.2 Etude des propriétés biologiques de [a NItIdiNg .............vvvviiiiiiiiiiiiiiis 54
1.6.3 Etude du mode d’action de la nitidine : Inhibition de la détoxification de 'héme.............. 57
1.6.4 Localisation et accumulation de la nitidine dans le parasite...............cccccccevivviiiiiiienieenee, 59
2 SYNTHESE DES BZPS ET DES DERIVES ..., 62
2.1 OBJECTIFS ET STRATEGIE EMPLOYEE ...iiiutuiiiiitiiesetteessstneesestaesessnaesessnaesesnnaesesnneesesnns 62
2.2 SYNTHESE DE LA NORNITIDINE 34 ....iitiiiiitieeiiie et e et e et e e et e e e et e e e et e e e eaneeeees 64
2.2.1 Synthese de 1a benzyliming 99 .......cooi i e e e e e e e e 64
2.2.2 Synthese de l'alcyne aromatique 101 ...........uuuiiiiieeeiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e snnreeereaaeeaeas 64
2.2.3 Synthese de I'SOQUINOIINE 102 .......ccoiiieiiiiiiiiiiiiie et e e e e e e e s r e e e e e e s e sesnnraeeraaaeeeeas 65
2.2.4 Oxydation de l'alcool 102a en aldéhyde 103 ..........coueiiiieeiiiiiiiiiiiee e e e 67
2.2.5 Synthese de 1a NOMMItIAING 34 .......ooiiiiiii e 67
2.3 SYNTHESE DE LA NORFAGARONINE B0 .....ccccviiuiiiiaiiiiiiiiaeeeeeeiia e e eeeeeiiaeeeeeennnaaeeaeees 68

Les Benzo[c]phénanthridines antipaludiques d'origine naturelle : Synthése d'analogues et
étude de leur mode d'action /



RIVAUD -3-

2.3.1 Synthese de I'alCyNe arOMALIGQUE ..........oouuuiiiiiiiiiie ettt e e e e 68
2.3.2 Synthese de I''SOQUINOIINE 169 ..........oiiiiiiiiiieiiiiie ettt a e e e e 70
2.3.3 Oxydation de 'alcool 169 en aldéhyde 170 ........ccueiiiiiiiiiiieiiiiie e 73
2.3.4 Synthese de 1a NOIfagarONINe .............uiiiiiiiiiii et 74
2.3.5 Synthese de la norfagaroning aCEYIEE ..........coocuuiiiiiiiiiiii e 75
2.4 DERIVES DE LA FAGARONINE ET DE LA NORFAGARONINE .....ucvvvviiiiiiineeeeiieeeeiineeeenes 76
2.4.1 Stratégie de synthese des dErVES : VOIE A .......uuuiiuiiiiiii e 76
2.4.2 O-alkylation de la norfagaroning 66.............cccooeeiiiiiii 76
2.4.3 N-méthylation des COMPOSES L7L €1 66 .......uuurrrurimmriieriiiiiii s s a e 77
2.4.4 Stratégie de synthese des dEriVES : VOIE B .........uuuuuuiuiiiiiiiiiiess s 78
2.4.5 Synthése de 1a fagarOniNe...........oovviiiiiiiiiiiiiiiieeeiieeeeaeee e annenannaannnaas 80
2.4.6 Synthése des dérivés de 1a fagarOnNiNe............cevvviviieiiiieiiiiiiiie s 83
2.5 DERIVES DE LA NITIDINE iittuuiitttueetttueeestiaeessnaesessseesssnesessneeessnesessaaesnaessneeeesns 85
2.5.1 Stratégie de synthese des deriveS 1 VOIE A .......cuuiiiiiiiiiiieeiee e 85
2.5.2 N-alkylation de 1a NOMNITIAINE ......ooiiiiiiii e 85
2.5.3 Stratégie de synthese des derives : VOIE B .........c..oeiiiiiiiiiiiiiiiieeeieee e 87
2.5.4 Synthese des derives de 1a NItIAINE .........oooiiiiiiiiiiiie e 88
3 PROPRIETES ANTIPALUDIQUES, CYTOTOXIQUES ET LEISHMANICIDES............... 90
3.1 TESTS ANTIPALUDIQUES IN VITRO ..itttuuiiettuaeetuneeestneeessnaesessnaesesnnaesssnnsesssnnseessnnaesennns 90
3.1.1 Fagaronine, dérivés et iNterMETIAINES .........ccoeeeeiiiiiiiiiiiieie e e e e e e e e e e e e e e e e e e anns 90
3.1.2 Dérives de la nitidine et intermédiaires de SYNtheSe ...........cooiiiiiiiiiiiiie i 93
3.1.3 Comparaison Fagaroning / NItIAINE .........coooiiiiiiiiiiiieeie e 94
3.2 TESTS DE CYTOTOXICITE SUR CELLULES CANCEREUSES INVITRO ..cccvvvviriiierinieeennn, 95
3.2.1 Fagaroning €L AEIIVES..........coiiiiiiiiiii ettt e bbb e e e aana 95
3.2.2 DErIVES de 12 NILIAINE ...t e e e e e et e e e e e e e e aanas 96
3.3 ACTIVITE ANTIPALUDIQUE DE LA FAGARONINE = 28INVIVO ..ccovviiiiiiiiiieeiiieeeieeeeeeene, 96
3.4 TESTS LEISHMANICIDES IN VITRO ..itituiiettieeettneeestnseeesinaeeesnnassesnnseessnnsesssnnseessnneeeees 100
Si4.L GENEBIANTES ....eeeeeeeeee ettt ettt e e e e et e e e e e e e rr e e e e e e e e e 100
3.4.2 Activité leishmanicide sur amastigotes axéniques et macrophages..............ccccceeeeeeeeee. 101
3.4.3 Tests leishmanicides sur les macrophages iNfeCteS..........ccovveeiiiiiiiiiiiii i, 102
3.5 TESTS BIOLOGIQUES LEISHMANICIDES IN VIVO  ..ceuuiiiieiiieeiiieeeieeeie e et e e e e e ea e eans 103
3.6 CONCLUSIONS SUR LES TESTS BIOLOGIQUES ....ccuuiiiiinieeeiineeeetiaesesieeeesieeeesnnseeennnnns 105
4 ETUDE DU MODE D’ACTION DE LA FAGARONINE ........ccuvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiniinnns 106
4.1 ETUDE D'AFFINITE AVEC L "HEME ..uittuiitiiiitieeineeeteseieseiseainessanseann e et neesnasennsessnsesnns 106
4.2 L OCALISATION DANS LE PARASITE ..iitvuuititunieeesunaeessnaessssaesssneesssnneesssnsesrssnneassnneeeees 108
2 A o 11 o 10 1] (1= RSO PRERR 108
4.2.2 Observation €N MICIOSCOPIE OPLIQUE ......uuuuuuneiieee e s e e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeaaaeaaaeas 110
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES ... 111
5 PARTIE EXPERIMENTALE ....cooiioiieeeee e 112
5.1 GENERALITES .tttuittttuieeett ettt e ettt e e eet e e aeta s e e et aeeesa e e e e s e e e e s e e e eaa e e e eta e eeetaneeennnaaaes 112
5.2 SYNTHESE DE LA NORNITIDINE  : .uietttuuieestueeeusueeesunessssneesssneesssnessssnnesessnesesnneeeennns 113

Les Benzo[c]phénanthridines antipaludiques d'origine naturelle : Synthése d'analogues et
étude de leur mode d'action /



RIVAUD -4 -

5.2.1 1-(2-bromo-4,5-dimethoxy-phenyl)-N-tert-butyl-methanimine.99...............ccccceee. 113
5.2.2 4-(1,3-benzodioxol-5-y)but-3-yNn-1-D0L.........ooeeiiiiiiiiiiii e 113
5.2.3 2-[3-(1,3-benzodioxol-5-yl)-6,7-dimethoxy-4-isoquinolyllethanol 102a................... 114
5.2.4 2-[3-(1,3-benzodioxol-5-yl)-6,7-dimethoxy-4-isoquinolyllacetaldehyde.1Q3........... 115
L0228 T Lo 1 1o |1 = 7 116
5.3 SYNTHESE DE LA NORFAGARONINE ET DE LA NORFAGARONINE ACETYLEE ! ......... 117
5.3.1 Acetate de (4-bromo-2-methoxy-phenyl) L67a...........uuuuuiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 117
5.3.2 Acetate de [4-(4-hydroxybut-1-ynyl)-2-methoxy-phefh@Ba.......................cc 117
5.3.3 Acetate de [4-[4-(2-hydroxyethyl)-6,7-dimethoxy-3-isoquinolyl]-2-methoxy-ph&é9§
118
5.3.4 Acetate de [4-[6,7-dimethoxy-4-(2-oxoethyl)-3-isoquinolyl]-2-methoxy-phenyl] 170a.... 120
OIRC T T N (0] 1 7= Vo T= 10 11 8 1= 1< 1P 121
RGO I N [o] g = (o T= 100 11 g [ I= 1o =] 4 V4 (=T TN A R 122
5.4 SYNTHESE DES DERIVES DE LA NORFAGARONINE ..cccutuuiiaiiiitininaaaeeennnnaaaaeeesnnnnaeans 123
5.4.1 4-bromobutoxynorfagaroning 158...........ccooiiiiiiii 123
5.4.2 5-bromopentoxynorfagaroning 159...........uuuuuuuuiiiiiiieesere s e e 123
5.4.3 6-bromohexoxynorfagaroning 160..............oooiiiiiiiiiiiiiiiiieee et 124
5.5 SYNTHESE DE LA FAGARONINE ET DE SES DERIVES I....iiiiieeriiiaeeeeennnineeeeeennnnneeeeenns 125
5.5.1 Isopropyloxy de [4-(4-hydroxybut-1-ynyl)-2-methoxy-pheh@Bb................................ 125
5.5.2 lodure d’acétate de [4-[4-(2-hydroxyethyl)-6,7-dimethoxy-2-methyl-isoquinolin-2-ium-3-
YI]-2-MethOXy-PRENYIILT S ... e e e 126

5.5.3 Isopropyloxy de [4-[4-(2-hydroxyethyl)-6,7-dimethoxy-3-isoquinolyl]-2-methoxy-phenyl]
169c 127
5.5.4 Isopropyloxy de [4-[6,7-dimethoxy-4-(2-oxoethyl)-3-isoquinolyl]-2-methoxy-ph &gk

128
5.5.5 lodure d’acétate de [4-[6,7-dimethoxy-2-methyl-4-(2-oxoethyl)isoquinolin-2-ium-3-yl]-2-
METNOXY-PRENYI]T 174G ... et e e e e e e e e e e e e e e s 129
5.5.6 lodure d'isopropyl de [4-[6,7-dimethoxy-2-methyl-4-(2-oxoethyl)isoquinolin-2-ium-3-yl]-
2-METhOXY-PRENYLLTAD . ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaees 130
5.5.7 lodure de fagaroning 28........ccoooiiiiii oo 131
5.5.8 lodure de fagaroning iSOPropylée 175.........ooiiiiiiiiiiii e e e 132
5.6 SYNTHESE DES DERIVES DE LA NITIDINE I .iieiiiiiiieieieeniinneeeeeennnnn e eeennnns e eeeennnnne e 133
5.6.1 Bromure de 2-[3-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-(4-bromobutyl)-6,7-dimethoxy-isoquinolin-2-
IUM-4-ylJacetaldenyde 182..........cooo i 133
5.6.2 Bromure de N-4-bromobutylnoritidirlb5..............ooviiiiiiiiiiiiee e 133
5.6.3 Bromure de 2-[3-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-(4-bromopentyl)-6,7-dimethoxy-isoquinolin-2-
IuM-4-yllacetaldenyde 183.........coo i 134
O.7 CULTURE CELLULAIRE  ..ieittuueeeteestteaaeeseessn s e eeeeesssn s s e s eenss s neeseessn s e e e e ennnnn e e eeeennnnnns 135
5.7.1 Plasmodium falCiParum ... 135
5.7.2 Cellules de MammMfEIES.........ocoiiuiiiieiiiei ettt e e e nare e e e e nees 135
5.7.3 Leishmania sp. : AMastigoteS aXENIQUES ........ccoiiuuriieiiiiiiieeaiiie e et e et e e e e e aeeeeeas 136
5.8 MESURE DE LA PARASITEMIE (PLASMODIUM ) ...uutiiiiiiiiiiiiiiiiieaaeeeeee e s e s s essiieeeeeeees 137
5.8.1 FIOMIS ... 137
5.8.2 COIOTALION ...ttt e e e 137
RS TR I Y/ [Tox o 1Yot o] 1= ] o (T [0 L= 137
5.9 TESTS ANTIPALUDIQUES IN VITRO ..cutiiuiiiniitniitietiesnitneetsstssnsesnsesessssnsesnsssssneesnssens 138

Les Benzo[c]phénanthridines antipaludiques d'origine naturelle : Synthése d'analogues et
étude de leur mode d'action /



RIVAUD -5-

5.10 TESTS SUR CELLULESMCF7 ET VERO IN VITRO ...uuiiiiiiiiiiiiieeeeiiin et 139
5.11 TESTS ANTIPALUDIQUES IN VIVO itvuuiiiiuniiiitineeeetiaeeesieesesiaeeesnseessnsesesnnseesnnseesnnnnns 139
5.12 AFFINITE AVEC L "HEME ..uuuitittuietitte ettt aeseta e e seaaeeeesaasesesanaessssnaesessnaseesnnsasesnnsesesnneanes 140
5.1 3 FLUORIMETRIE  ..uiitituiiitteeetti e eette e ettt e e e et e e e et s e e eaa e e e et e e e et e e e et e e e et e e eetanaeenneaeens 141
5.14 TESTS LEISHMANICIDES IN VITRO ET IN VIVO  ..iiitiiiiiiieeeeiie e e eeis e eein e eann e eenneaeennns 142
5.14.1Tests in vitro sur amastigotes aX@NIQUES ......ccoeeeeiieeiiie et 142
5.14.2Infection deS MAaCIOPNAGES ......uuuueiieii e a e e e e e e e aaaaaaaaaas 142
5.14.3Tests in vitro sur macrophages infectés ..........ccccce e 142
5.14.4Tests 1eiShMaNICIAES IN VIVO ....coiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt e e e e e e e 142
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES .......cccoiiiiitiiiiiiee ettt 144
STRUCTURES DES MOLECULES TESTEES ........ouuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiereieeeeeeenennnennennennnnnenes 154

Les Benzo[c]phénanthridines antipaludiques d'origine naturelle : Synthése d'analogues et
étude de leur mode d'action / Remerciements



RIVAUD -6-

Remerciements

Ma thése a été menée a I'UMR 152 PharmaDEV anciennement LPSNPR (Laboratoire de
Pharmacochimie des Substances Naturelles et Pharmacophores Redox) situé a la faculté
pharmacie dans I'équipe PEPS anciennement B2SNA.

Je remercie tout d’abord Francoise NEPVEU, précédente directrice de l'unité, pour m’avoir
accueillie au sein du laboratoire.

Je remercie Valérie JULLIAN pour avoir proposé ce sujet et pour avoir dirigé et encadré mes
recherches pendant la durée de ma thése, pour m'avoir soutenue et aidée malgré les difficult
rencontrées.

J'exprime mes profonds remerciements aux differents membres du jury. Monsieur Guy LEWIN,
Professeur a la faculté de pharmacie de Chatenay-Malabry, et Monsieur Didier STIEN, Chargé d
recherche au CNRS-ICSN a Gif sur Yvette, je vous suis reconnaissante pour avoir accepté de jug
mon travail en tant que rapporteurs. Monsieur Jidong ZHANG, Responsable de la Chimie de:
Produits Naturels et Glycochimie a Sanofi-Aventis de Vitry sur Seine, Madame Vania

BERNARDES GENISSON, Professeur de chimie thérapeutique a la faculté de pharmacie de
Toulouse et Monsieur Alexis VALENTIN, Professeur de parasitologie a la faculté de pharmacie de
Toulouse, je tiens & vous remercier pour votre participation & mon jury en tant gu’examinateurs.

Je remercie Anne-Cécile LE LAMER pour m’avoir conseillée lorsque je ne trouvais pas d'idées.

Je remercie aussi Alexis VALENTIN et Béatrice MOUKARZEL sans qui mes tests biologiques
n'auraient pas été possibles. Merci de m’avoir fait partager votre travail, d’avoir pris le temps de
m’expliquer ce que vous faisiez et comment vous le faisiez et de m’avoir formée a quelques
techniques de biologie. Merci aussi a Michel SAUVAIN pour son aide et ses explications ainsi que
pour son implication dans mon projet et sans qui certains tests n'auraient pas été faits.

Je remercie Pierre PERIO pour I'aide qu’il m’a apportée concernant la spectrométrie de masse tal
pour la réalisation des spectres que I'analyse des résultats.

Je remercie Marie-Agnes BELLIERES pour m’avoir aidée a chaque fois que j'en avais besoin poul
les commandes, les missions...

Je remercie aussi Pierre-Louis DUHOUX pour m’avoir soutenue quoiqu’il arrive, m’avoir remonté
le moral. Je remercie aussi mon rayon de soleil, Maude pour sa présence, Ses sourires, ses Y
rieurs et tout ce qu’elle est.

Je remercie les membres de ma famille et mes amis qui m’'ont soutenue ainsi que les thésards
stagiaires rencontrés pendant ma these : Luke, Billy, Nawal, Yen, Thu, Jérome, Fanny, Rina, Anne
Sophie ainsi que Hugo qui m’a aidée en effectuant son stage avec moi.



RIVAUD -7-

Résumeé

L’équipe de recherche PEPS du laboratoire PharmaDEV recherche de nouvelles molécules activi
contre des pathologies du sud dans les plantes utilisées localement comme remeéedes traditionne
Des benzo|[c]phénanthridines telles que la nitidine ont été extrait@ardboxylum rhoifolium

plante utilisée traditionnellement contre le paludisme en Guyane. Ce type de molécules possede d
activités intéressantes contre le paludisme et des études au laboratoire ont montré que la nitidine
lie a 'héme inhibant sa détoxification en hémozoine, laissant supposer un mode d’action similaire
celui de la chloroquine.

Le but de ce travail était de déterminer le potentiel antipaludique de la fagaronine et de synthétise
des dérivés de celle-ci ainsi que des dérivés de la nitidine en introduisant une chaine aminoalky
sur les composeés. Cet ajout a pour but de favoriser un mode d’action d’inhibition de la formation
d’hémozoine grace a I'accumulation des composés aminoalkylés dans la vacuole digestive.

Au cours de ce travail, nous avons synthétisé la norfagaronine en utilisant une syntheése publiée po
la nornitidine puis nous avons adapté cette synthése pour obtenir la fagaronine. Nous avor
eégalement pu obtenir des dérivés de la nitidlkgubstitués. Les dériveés aminoalkylés envisages
pourront étre obtenus rapidement a partir de la fagaronine.

L’activité antipaludiqgue des composés obtenus a été évalué®.stalciparum in vitro. La
fagaronine tres activen vitro a également été testée vivo. Le résultat majeur est la mise en
évidence pour ce produit d’'une excellente activité sur souris impaludées, équivalente a celle de |
chloroquine, le composé de référence.

Afin de déterminer le mode d’action de la fagaronine, nous avons réalisé une étude d’affinité de I
fagaronine avec I'héme ainsi qu'un essai d’observation microscopique dans le parasite. Le
fagaronine montre une capacité a former un complexe 1-1 avec I’heme avec une affinité équivalent
a celle de la nitidine mais inférieure a la chloroquine. Par contre, ses propriétés fluorescente
meédiocres n’ont pas permis I'observation de sa localisation au sein du parasite.

Le potentiel leishmanicide de plusieurs benzo[c]phénanthridines naturelles et de synthese
également été évalui vitro et puisin vivo pour les composés les plus prometteurs. La
chélérythrine posséde une excellente activitgitro, mais n’est pas activie vivo. La fagaridine

par contre, malgré une activité plus modésteitro est activan vivo. La fagaronine n’est pas tres
active in vitro et n’a pas été évaluée in vivo.

Ce travail montre donc l'intérét des benzo[c]phenanthridines comme antiparasitaires et ouvre I
voie pour synthétiser des dérivés aminoalkylés susceptibles d’améliorer leur activité antipaludique.

Les Benzo[c]phénanthridines antipaludiques d'origine naturelle : Synthése d'analogues et étude de
leur mode d'action / Résumé
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Liste des Abréviations

Sp. : species

Ac : acétyle

ACN : acétonitrile

ACT : artemisinine combinated therapy
Bn : benzyle

Boc : tert-butoxycarbonyle

BZP : benzo[c]phénanthridine

CCM : chromatographie sur couche mince
Clso : concentration inhibitrice 50%

CMI : concentration minimale d’inhibition
COSY : correlation spectroscopy

CQ : chloroquine

DAPI : 4',6'-diamidino-2-phénylindole
DCM : dichlorométhane

DEso : dose efficace 50

DIPA : diisopropylamine

DIPEA : diisopropyléthylamine

DMAP : 4-diméthylaminopyridine

DMF : diméthylformamide

DMSO : diméthylsulfoxyde

DO : densité optique

dppe : 1,2-Bis(diphénylphosphino)éthane
DT : dose tolérable

€q. : équivalent

Et : éthyle

F : fagaronine

Fe(Il)PPIX : Protoporphyrine 1X de fer I
Fe(llI)PPIX : Protoporphyrine 1X de fer Il
FITC : Fluorescein isothiocyanate

FP : ferriprotoporphyrine

Glsg : inhibition de croissance 50

GRP : globules rouges parasités

GRS : globules rouges sains

HDP : Heme detoxification protein

HMBC : Heteronuclear multiple-bond correlation
HRP : histidine rich protein

HSQC : Heteronuclear single quantum correlation
IP : intra-péritonéale

IPr : isopropyle

IS : indice de sélectivité

Kd : constante de dissociation

LC-MS : Liquid Chromatography Mass Spectrometry
LDA : lithium diisopropylamidure

MDR : multidrug resistant

MOG : monooleoylglycerol

Ms : meésyl

NOESY : Nuclear overhauser effect spectroscopy

Les Benzo[c]phénanthridines antipaludiques d'origine naturelle : Synthése d'analogues et étude de
leur mode d'action / Liste des Abréviations



RIVAUD -9-

PD : patte droite

PG : patte gauche

Ph : phényle

Quant. : quantitatif

RI : réduction de l'infection

Sp. : species

syn : synonyme

t: temps

T : température

TA : température ambiante

TEM : transmission electron microscopy
Tf : triflate

TFA : acide trifluoroacétique

THF : tétrahydrofurane

XAD-7 : résine amberlite polymere
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Introduction

Le paludisme, maladie infectieuse due au parasite du gésmsenodiuminoculé a ’lhomme par la
piglre de I'anophele, est aujourd’hui I'affection tropicale la plus répandue. La découverte en 182(
de la quinine, antipaludique naturel de la famille des alcaloides, a conduit au développement, a
vingtieme siecle, de molécules apparentées possédant le motif quinoléine. La chloroquine, molécu
synthétique efficace et bon marché, apparait alors comme le traitement de choix contre I
paludisme. Malheureusement, le premier cas de résistance a la chloroquine se manifeste au dél
des années 1960, c’est pourquoi de nouveaux efforts de recherche ont été menés. Plusiel
nouveaux antipaludiques ont été découverts que ce soit par extraction de composés naturels tels
I'artémisinine ou par synthese de dérivés de I'artémisinine tels que I'artésunate ou I'artéméther, o
de la chloroquine tels que la méfloquine ou I'amodiaquine. Bien que possédant de bonnes propriét:
antipaludiques ces molécules ne sont pas toujours accessibles aux pays les plus touchés en raisol
leur coQt élevé et commencent a induire des résistances chez le parasite.

Le paludisme est traditionnellement soigné par des remédes a bases de plantes dans les p
tropicaux. Certains de ces remedes sont issus de plantes de la famille des Ziat@esy{um sp.

ou Toddalia sp.).

Plusieurs composés de la famille alcaloidique des benzo[c]phénanthridines ont été isolés de c
rutacées et ont été étudiés pour leurs propriétés biologiques intéressantes. Certains des plus con
sont la nitidine, la sanguinarine, la chélérythrine ou la fagaronine. Des dérivés de ces composes o
aussi été synthétisés dans le but d’optimiser certaines activités biologiques.

Les benzo[c]phénanthridines qu’elles soient naturelles ou synthétiques ont été étudiée
principalement pour leurs propriétés anticancéreuses mais elles sont aussi antipaludique
antifongiques ou antibactériennes. Les propriétés antipaludiques de ces composés ont beaucoup
associees a leurs propriétés anticancéreuses mais il se peut que les benzo[c]phénanthridir
possedent un mode d’action antipaludique propre ressemblant a celui de la chloroquine. Cett
molécule inhibe la détoxification de I'heme en hémozoine par le parasite en entrant dans la vacuo
digestive grace a sa chaine aminoalkyle et en se liant avec 'héme. Ce processus induit la mort
parasite pour lequel I'heme est toxique.

Le laboratoire PharmaDev UMR 152 isole des molécules antipaludiques par extraction bio-guidé:
de plantes utilisées comme remedes traditionnels contre le paludisme. De nombreuses plantes s
utilisées venant des pays du sud et sélectionnées aprés des études ethnobotaniques
ethnopharmacologiques.

Une étude surZanthoxylum rhoifolium a permis d’isoler par bio-guidage plusieurs
benzo[c]phénanthridines dont la nitidine. L'activité et la sélectivité antipaludique de cette derniére
ont été évaluées et ont montré une activité intéressante mais a améliorer. Une étude a montré qu’e
possede une forte affinité avec I’heme ce qui permet d’émettre I’hypothese de l'inhibition de la
formation de I'hémozoine. Malheureusement la colocalisation de la nitidine dans le parasite ne
permet pas de valider cette hypothese.

Le but de ce travail est de synthétiser des dérivés issus de la nitidine et de la fagaronine afi
d’optimiser leurs propriétés antipaludiques tout en réduisant leurs cytotoxicités. Pour ce faire, de
chaines aminoalkyles possédant des similitudes avec celle de la chloroquine vont étre introduite
sur la nitidine ou la fagaronine. Les activités de ces dérivés vont étre évaluées et leur mode d’actic
antiparasitaire va étre étudié pour une meilleure compréehension de I'activité de ces composés.

Les Benzo[c]phénanthridines antipaludiques d'origine naturelle : Synthése d'analogues et étude de
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La premiére partie consiste en une étude bibliographique. Aprés un bref rappel du paludisme et c
ses traitements connus, I'évolution de la controverse sur la digestion de I’'hémoglobine a été étudié
La littérature concernant les benzo[c]phénanthridines, leurs propriétés biologiques ainsi que leur
différentes syntheses publiées a été étudiée et présentée ainsi que les travaux préalablement faits
laboratoire sur le sujet.

Dans les chapitres suivants sont exposés les travaux réalisés au cours de la thése.

Le deuxieme chapitre décrit la synthése d’'un composé voulu : la fagaronine ainsi que les premiere
étapes d’obtention des dérivés de la nitidine et de la fagaronine, les problemes rencontrés ainsi q
les solutions apportées.

La troisieme partie traite des tests biologiques réalisés sur les composés obtenus. Le mode
biologique utilisé en priorité a été la culturevitro de Plasmodium falciparumLa fagaronine a
également été évaluée sur un modeéle de paludisme murin. Les composés ont aussi été évalués
Leishmania amazonensisvitro et pour les plus prometteurs in vivo.

Le quatrieme chapitre propose I'étude du mode d'action antipaludique de la fagaronine. Tou
d’abord, I'étude de son affinité avec 'héme est réalisée et la constante d’association du complex
héme-fagaronine est calculée puis enfin I'étude de la fluorescence de la fagaronine est présent
afin de trouver une méthode pour localiser cette derniere dans le parasite.

Les Benzo[c]phénanthridines antipaludiques d'origine naturelle : Synthése d'analogues et étude de
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1 Contexte / Partie Bibliographigque

1.1 Généralités sur le paludisme

1.1.1 Le parasite et son vecteur

Le mot paludisme originaire du latin « palus » signifie « mara&t ¢ mot malaria, originaire de
I'italien, désigne le mauvais air. En effet, dés l'antiquité, le paludisme touche des régions
marécageuses. En 1880, la veéritable cause du paludisme est découverte: c’est un paras
unicellulaire (protozoaire) appelBlasmodium Il existe quatre types de paludisme humain :
Plasmodium falciparumPlasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malatese deux
premiers étant les plus répandus. Selon 'OMS, Plasmodium knowlgsaludisme du singe, aurait

éte enregistré dans certains cas de paludisme chez I'homme. L’infectioflgsmmodium
falciparumest de loin la plus dangereuse car sans traitement elle peut conduire a la mort du patier
par anémie (destruction des globules rouges) ou par paludisme cérébral (obstruction des capillair
irriguant le cerveau). Entre 1897 et 1898, le vecteur du paludisme est identifié il s’agit du
moustique anophele femelle (genre Anopheles

1.1.2 Situation géographique

Le paludisme est la maladie parasitaire la plus répandue dans le monde et est avec la tuberculose
le SIDA une des trois causes majeures de mortalité par maladie infectieuse. En 2008, 247 million
de cas de paludisme ont été enregistrés (4% de la population mondiale) et plus d’'un million d
décés principalement chez des enfants de moins de cing ans vivant en Afrijiaéement, la
maladie était repandue dans le monde entier mais a été éradiquée de nombreux pays tempeéres
milieu du XX*"®siecle pour ne toucher qu’essentiellement les pays les plus pauvres (Carte 1). Le:
symptomes du paludisme apparaissent sous 10 a 15 jours aprés la piglre infectante de I'anophe
sous forme de fiévre, de céphalées ainsi que de vomissements.

Malaria, countries or areas at risk of transmission, 2010

Carte 1 : Le paludisme dans le monde (source OMS)
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1.1.3 Cycle du parasite

Pour se développer, le parasite a besoin de deux hétes successifs ce qui rend son cycle biologic
complexe. L’anophele est I'h6te définitif, ou se déroule le cycle sexué, tandis que 'homme est
I'hote intermédiaire hébergeant la reproduction asexuée (Schéma 1).
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Schéma 1: Le cycle du parasite chez 'homme et le moustique

1.1.3.1Chez 'homme

Ce cycle est divisé en deux parties, I'une exoérythrocytaire (ou stade hépatique) et l'autre
endoérythrocytaire (ou stade sanguin).

1.1.3.1.1Cycle exoérythrocytaire

L’anophele femelle infecté, en prenant le sang nécessaire a sa ponte, inocule chez I'h6te des millie
de parasites sous forme sporozoites. Ceux-ci migrent jusqu’awi#oi@ circulation sanguine
devenant ainsi des trophozoites hépatocytaires. Ces trophozoites se divisent activement pour doni
aprés seulement quelques jours plusieurs milliers de jeunes parasites appelés mérozoites. Selon
espéeces, une partie de la souche peut rester dans le foie et donner plusieurs acces dits
reviviscence a partir de la souche hépatique initiale. Ces rechutes sont observées pour Ié3.espéce
vivaxou P. ovale Le foie sert alors d’organe réservoir pendant plusieurs années. Les mérozoites
libérés par le foie integrent les hématies en moins d’'une minute.
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1.1.3.1.2Cycle endoérythrocytaire

C’est pendant le stade endoérythrocytaire qu’apparaissent les signes cliniques de I'infection. Apré
intégration dans le globule rouge, le mérozoite se développe et forme un élément annulaire appe
trophozoites. Ce dernier est le siege d’'une activité métabolique intense qui comprend la digestion ¢
I’'hnémoglobine, afin de récupérer les acides aminés nécessaires a sa croissance, ainsi que
polymérisation de I'héme issu de cette digestion en hémozoine (ou pigment malarique). Le parasi
augmente alors de taille et son noyau se divise pour donner un schizonte qui en éclatant provoque
libération d’une vingtaine de mérozoites qui envahissent & nouveau les hématies. L'éclatement d¢
schizontes entraine une poussée de fievre dus a la libération de I'hémozoine et de débr
membranaires dans le sang.

La durée totale du cycle endoérythrocytaire est de 48 heures pour P. falgipamvale eP. vivax
provoquant des fievres tierces. Ce cycle dure 72 heuresPpaualariaeprovoquant des fiévres
quartes.

Apres plusieurs cycles asexués, certains trophozoites se différencient en gameétocytes, males
femelles, qui permettent la poursuite du cycle chez le moustique.

1.1.3.2Chez 'anophele femelle

Le cycle sexué du parasite (ou sporogonie) chez I'anophele commence lorsque la femelle prend t
repas sanguin chez un individu impaludé et gu’elle ingere quelques gamétocytes. Les gamétocyti
femelles se transforment en macrogametes et sont féecondés par les gameétes flagellés issus
gamétocytes males donnant naissance a un ceuf mobile. Cet ceuf, appelé ookinéte, traverse la ps
gastrique de l'anophéle et s’enkyste dans la cavité coelomique en formant un oocyste (cel
immobile). A l'intérieur de celui-ci les noyaux se divisent et donnent, apres éclatement, de
nouveaux sporozoites qui migrent jusqu’aux glandes salivaires du moustique d’ou ils seront €jecté
lors de la prochaine pigdre infestante.

1.2 Principaux traitements antipaludiques

Face a la résistance plasmodiale, la compréhension des modes d’action cellulaire des médicame
antipaludiques est essentielle afin d’optimiser leur emploi et de comprendre les mécanisme
impliqués dans cette résistance. [Rdasmodium dispose pour son développement intra-
érythrocytaire d’'un métabolisme et de moyens de défense spécifiques qui constituent autant c
cibles aux anti-paludiques. Les différents traitements présentés dans ce rapport sont tout d’abord |
inhibiteurs du métabolisme des acides nucléiques (antifolates, naphtoquinones, antibiotiques), pu
'artémisinine et dérivés, souvent associés a d'autres antipaludiques sous l'appellation ACT
(Artemisinin Combination Therapy) et pour finir les inhibiteurs de la détoxification de I'héme
(dérivés quinoléiques).

1.2.1 Les inhibiteurs des acides nucléiques
Ce sont des antimétabolites qui bloquent la division du noyau de I'hnématozoaire. Ce groupe

comprend les antifolates et les naphtoquinones. Les antibiotiques seront classés dans cette catég
bien gu’ils inhibent la synthese protéique au niveau des ribosomes.

Les Benzo[c]phénanthridines antipaludiques d'origine naturelle : Synthése d'analogues et étude de
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1.2.1.1Les antifolates

lIs agissent au niveau de la voie de synthése des folates essentiels a la biosynthese des aci
nucléiques. Les antifoliques inhibent la dihydroptéroate synthétase (DHPS) produisant l'acide
folique tandis les antifoliniques inhibent la dihydrofolate réductase (DHFR) produisant l'acide
folinique. Parmi les anti-folates les plus connus il y a le proguanil 1 et la sulfadoxine 2 (Figure 1).

H H H o 0 NN
N. _N_ _N Nl
LT g o
ol NH NH OMe
1 H2N 2
Proguanil Sulfadoxine

Figure 1 : Exemple d'antifolate

La sulfadoxine2 s'utilise principalement avec la pyriméthamiire méme en combinaison avec
I'amodiaquine ou la méfloquiigtandis que le proguanil s'utilise avec I'atovaquone ou la
chloroquine>®

1.2.1.2Les naphtoquinones

Le composé le plus connu de ce groupe est I'atovagBdirégure 2). Cet antipaludique est un
inhibiteur puissant des fonctions mitochondriales. Seule, elle a peu d'impact thérapeutique mais €
combinaison avec un autre anti-métabolite (proguahfi’ on observe une synergie d’action
intéressante grace a une inhibition de la synthése des pyrimidines.

o)
|
o)

Atovaquone
Figure 2 : Structure de l'atovaguone

1.2.1.3Les antibiotiques

Les tétracyclines (doxycycling),** *les macrolides (érythromicire azythromicin€f" *3 (Figure
3) inhibent certaines fonctions de I'apicoplaste ce qui provoque une baisse de la synthese protéiqu
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Figure 3 : Structure de deux antibiotiques

1.2.2 L'artémisinine et ses dérivés

En 1967, le gouvernement chinois lance un programme de criblage des plantes utilisées €
médecine traditionnelle en relation avec la recherche de nouveaux composés antipattidiques.
fallu attendre 1972 pour que des chercheurs chinois isolent, par extraction des fediesnilga

annua a basse température, le composé actif appelé artém@ihiagtémisinineé est une lactone
sesquiterpénique portant une fonction trioxane, indispensable & I'activité antipaftidique.

De nombreux dérivés, plus solubles, ont été synthétisés car I'artémi6inlsien qu’employée
cliniquement, présente une faible biodisponibilité. Une série de dérivés dits de premiere génératio
a été obtenue a partir de la dihydroartémisiniige incluant parmi de nombreux composeés
I'artémether 7tou I'artésunate de sodium TBigure 4)°

6 7a R = H : Dihydroartémisinine  7d R = COCH2CH2COONa : Artésunate de sodium
Artémisinine 7b R = Me : Artémether 7e R = CH2CsH4COOH-p : Acide artélinique
7c R = Et : Artéether

Figure 4 : Structure de l'artémisinine et de ses dérivés

Un des avantages de l'artésund@teest qu’il peut étre administré par voie intraveineuse, ce qui
permet au composé d’agir plus rapidement que par voie intramusculaire.

Les Benzo[c]phénanthridines antipaludiques d'origine naturelle : Synthése d'analogues et étude de
leur mode d'action / Introduction



RIVAUD -17 -

L’acide artélinique7e (Figure 4) posséde un temps de demi-vie plus long que l'artémiginine
Néanmoins les temps de demi-vie de ces composés sont relativement courts, ce qui induit de
traitements d’'une durée de 5 a 7 jours avant I'élimination totale du parasite.

Des études de relation structure-activité ont été menées afin de connaitre les éléments structura
indispensables a l'activité des endoperoxydes. A partir de cette étude, de nombreux endoperoxyd
synthétiques ont été produits (Figure 5)2

F
H O H
E>< HN/\/\<:><
0-0 0-0

W <

8 F Cl

NS 9

Fenozen (BO-7) Trioxaquine DU-1302

Figure 5 : Exemple d'endoperoxydes synthétiques

Le mode d’action de I'artémisinine 6 a fait I'objet d’études détaillées. La coupure homolytique de la
liaison O-O, due a l'action d’'un atome de fer sur le pont endoperoxide, entraine la formation de:s
radicaux carbonés par réarrangement. Ces radicaux présentent des propriétés alkylantes de I'he
et des protéines du parasite conduisant a la mort du parasite. Les molécules endoperoxid
synthétiques possédent un mode d’action similaire & celui de I'artémiSifiine.

1.2.3 Bithérapies comprenant des dérivés d’artemisinine ou ACT

Une pharmacorésistance croissante aux medicaments antipaludiques s’est trés rapidement répanc
compromettant les efforts de lutte antipaludique. En effet, les soins a base de chloroquine échoue
a plus de 25% dans les pays d’Afrique, ceci est du a une mutation sur une protéine entraina
I'efflux de la chloroquine hors de la cellule parasitée. La SP (SulfaddkRgriméthamine)
contourne la résistance a la chloroquine mais il n’a suffi que de cing ans pour que des souche
parasitaires résistantes apparaissent.

En 2002, 'TOMS a publié une recommandation sur la nécessité d'utiliser les ACT dans les pay:
touchés par les résistances aux antipaludéens classiques. Ceux-ci sont une associati
médicamenteuse comportant de 'artémisinine 6 ou un de ses détigés*.

Le groupe pharmaceutique Novartis commercialise le Co-artem® association de l'artéthéther

de la luméfantrine tandis que le groupe Sanofi-Aventis fabrique 'Asaq® a base d’artésliatite
d’amodiaquine. Il existe d'autres ACT sur le marché tels que Eurartekin® ou Duocotexin®
(Dihydroartémisinine-Pipéraquine) ou Artequick® (Artémisinine-Pipéraquine).

Produit en assez faibles quantités, les ACT sont plus chers que la chloroquine. Un traitement c
premiere ligne chloroquine ou SP codte actuellement entre 0,2 et 0,5 USD (dollars USA) alors
gu’un traitement ACT oscille entre 1,2 et 2,4 USD. Malheureusement peu de personnes en Afriqu
peuvent payer cette difference de prix et seule une fabrication a plus grande échelle ou une ai
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financiére plus importante des pays riches pourrait significativement faire baisser les codts d
production.

1.2.4 Les inbibiteurs de détoxification de I'heme

Au début du XVlleme siecle, la découverte de I'activité fébrifuge de I'écorce de Cinchona, arbre de
la biodiversité péruvienne, marque un tournant important dans I'histoire du palddiEmé.820,

les deux principaux alcaloides responsables de cette activité sont isolés par deux pharmacie
francais : il s’agit de la quining0 et de la cinchoningl (Figure 6). La quinin&0 représente le
traitement antipaludique principal jusqu’aux années 1930. A partir de ce moment-la, de nouveau:
antipaludiques, conservant le motif quinoléique, ont été développés: la chlordflina
méfloquinel3, 'amodiaquinel4 (amino-4-quinoléines) (Figure 7), la pamaquibela primaquine

16 (amino-8-quinoléines) (Figure &).

Quinine Cinchonine

Figure 6 : Structure de la quinine et de la cinchonine

N
o 12 N CFs = 14
Cl N CFs Cl N
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Chloroquine Méfloquine Amodiaquine

Figure 7 : Structure de quelques amino-4-quinoléines et de la méfloquine
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Figure 8 : Structure de la pamaquine et de la primaquine
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Les amino-4-quinoléines agissent, pour la plupart, en inhibant la formation d’hémozoine par
interaction de type-n entre le noyau quinoléique et le squelette porpiie de ’hémé> Ainsi,
I'accumulation de 'héme dans la vacuole digestive conduit a la mort du parasite.

Les amino-8-quinoléines agissent elles comme gameétocytocides aussi bien sur le stade end
erythrocytaire que sur le stade exo-érythrocytaire.

Au début des années 1960, des cas de résistance a la chlofdjapparaissent en Thailande et en
Amérique du Sud. Aujourd’hui, la plupart des souchesPddalciparum sont résistantes a la
majorité des quinoléines, ceci du a un usage excessif en prophylaxie et d’'une métabolisation trc
lente en raison d’'un temps de vie trop long.

1.3 La formation d’hémozoine dans Plasmodium sp.

Au cours du cycle endoérythrocytaire, le parasite digére entre 60% et 80% de I'hémoglobine
contenue dans le globule rouge infeté’ L'hémoglobine de la cellule hdte est transportée dans
un compartiment du parasite (figure 9 étape a puis b) appelé vacuole digestive ayant un pH acide
5,2 et est dégradée par plusieurs enzymes telles que des plasmepsines et des falcipaines
produisent des peptides (figure 9 étapé°3** qui sont ensuite dégradés en aminoacides par des
aminopeptidases (figure 9 étape’tl)** Les acides aminés fournis sont utilisés par le parasite entre
autre pour sa synthése protéique. Le processus de dégradation de I’'hnémoglobine fournit aussi
I’'hnéme, composé toxique pour le parasite (figure 9 étape €). L’heme Fe(ll)PPIX est oxydé en hem
Fe(llPPIX (figure 9 étape fpuis est détoxifie a 90% environ en un cristal inbtd appelé
hémozoine (figure 9 étape de h &°%)** *3Ce processus se déroule également dans la vacuole
digestive, a pH légerement acide (Figure 9). Le processus de détoxification de I'heme a ét
beaucoup étudié afin de comprendre son mécanisme et a induit de nombreux débats.
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Figure 9 : Digestion de 'hémoglobine dans le GRP
C : cytosome, TV : transport vesicle (vésicule de transport), Pf : parasite, RBC : Red Blood Cell (GR), DV : digestive
vacuole (vacuole digestive), LB : lipids body (corps lipidiques)

La plupart des expériences réalisées par les différentes équipes sur I'étude de la formation c
I’'hnémozoine et son inhibition I'ont été dans des conditions de réaction chimique c’est-a-dire san:
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matériel biologique. Ces expériences sont notée#ro (chimie) pour éviter toute confusion avec
des expériences réalisées sur des cultures de parasites.

La controverse a commencé a la fin des années 80 lorsque Fitch et Slater proposérent g
I’'hnémozoine soit composée uniquement de ferriprotoporphyrine (FP) sous forme de complexe voir
de polyméré® 3* % Slater proposa méme que la polymérisation de 'héme en hémozoine était
catalysée par une enzyme « haem polymerase » car la formation d’hémozoine serait sensible a
chaleur (disparition de I'activité aprés chauffage) et aurait un pH de formation optimum (g8 = 5).

% Drautres études ont montré que I'hémozoine est un complexe formé de FP (45% environ) et d'u
polypeptide particuliérement riche en glycine ayant une forte affinité pour la ferriprotoporpfiyrine.

37 A partir de 1995, de nouvelles études remettent en question I'idée d’'un mécanisme enzymatiqu
intervenant dans la formation d’hémozoine. Dorn et al. montrent que le facteur responsable de |
formation d’hémozoine n’est pas désactivé par le changement de température 7fi teepette
formation apparait comme spontanée lorsqu’on met de I'heme Fe(lll)PPIX en présence d’acide
acétique concentré ou d’'acides amifféd’ *°

De nombreux facteurs entrainant la formation d’hémozoine ont été étudiés comme des lysats c
parasites, des lysats de vacuoles digestives, des lipides, un « noyau » d’hémozoine ou des protéil
de type HRP (Histidine-Rich Proteiff).”* Ziegler et Papalexis ont démontré que la protéine HRPI
se liait & 'héme Fe(lI)PPIX et qu’elle entrainait la formation d’hémozingtro (chimief® - 42
suggérant que ce serait le principal facteur de détoxification dans le parasite méme si seulement 3
de cette protéine se situe dans la vacuole digestive tandis que les 97% restant évitent I'endocyto
en restant & la périphérie du cytosol érythrocytdiré **In vitro (chimie), la formation de
I’'hnémozoine en présence de HRPII seule étant trop lente pour étre une hypothese valable dans
parasite, un processus impliquant & la fois HRPII et des lipides a été pfopdsullivan et
Noland apportérent un argument contre I'hypothése d’'une participation des protéines HRP el
observant la formation d’hémozoine dans des clond®. dalciparumne produisant ni HRPII, ni
HRPI11.2% #* %*De plus, Noland a montré que les cristaux d’hémozoine formés dans ces clones sor
morpzrleolggiquement identiques aux cristaux d’hémozoine formés par des souches produisant e
HRP™

L’hypothése concernant une implication des HRP éthntplus en plus improbable, plusieurs
équipes se sont penchées sur les lipides et leur réle dans la formation d’hémozoine. Dorn et al.
montré que les lipides contenus dans les lysats de trophozoites catalysaient la formatio
d’hémozoinen vitro (chimief® “° et Fitch, qui a caractérisé plusieurs de ces lipides, a obtenu de
bons rendements de formation d’hémozoine catalysée par le mono-oleoylglycerol ({iM@E)
(chimie) (60% d’hémozoine formée en 24h a 37°CY Dans des cultures de parasites, des lipides
(colorés avec le Nile Red ou le Malachite Green) ont été observés autour des cristaux d’hémozoir
dans la vacuole digestive par TEM (Transmission Electron Microc8p{)>° Ces lipides ont été
analysés par CCM et LC-MS et contiennent principalement des acides gras saturés (de tyf
palmitique et stéarique) ainsi qu’une petite quantité d’acides gras insaturés (de type oléique ¢
linoléique) et leur activité in vitro (chimie) a été confirni&€°Ce mode de formation d’hémozoine
catalysée par les lipides (figure 9 étape de h a |) a été @tudito (chimie) dans les conditions
physiologiques et la réaction se fait a I'interface eau/liptd&sce qui correspond aux conditions
observées dans la vacuole digestive (Photd 33.
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o PTTAL. 200 nm
Photo 1 : Formation d'hémozoine a l'interface eau/lipides
RBC : Red Blood Cell (GR), N : nucleus (noyau), LB : lipids body, DV : digestive vacuole (vacuole digestive), C :
hemozoin (hémozoine) et L : lipids (lipides)

En effet on peut voir sur les photos que I'hémozoine (indiquée par des fleches ou marquée C)
trouve a proximité des lipides (LB ou L) présents que ce soit dans des conditions chimiques comm
dans des cultures de parasites.

La controverse a été relancée en 2008 par une équipe du Virginia Tech Institute qui a découvert ut
nouvelle protéine nommée Heme Detoxification Protein (HDR)HDP se lie & I'héme avec une
constante Kd de 80 nM (constante de dissociation) et les expériences merites(chimie) ont
montré que la protéine convertit la quasi-totalité de ’'heme en hémozoine en 20 min alors gu’elle e
présente en quantité catalytique.

Lors de cette étude, le pH optimal pour I'activitévitro (chimie) de 'HDP a été étudié : celui-ci

est de 5,2 ce qui correspond au pH de la vacuole digestive du parasite.

De méme, cette étude a montré que la HDP est thermostable. Méme chauffée a 94°C pendant
min elle garde son activité, ce qui explique que les extraits parasitaires gardent leur activite
catalytique sur la formation d’hémozoine apres avoir été chauffés.

Le Virginia Tech Institute a aussi étudié la détoxification de I'neme par 'HDP dans le parasite
(Photo 2).

Selon cette étude, la HDP est sécrétée par le cytosol des cellules infectées (A) avant I'apparition
I’'hnémozoine dans le parasite. Le parasite absorbe la HDP sécrétée (B) en capturant celle-ci dans
cytosome a l'aide des membranes du parasite. La HDP, dans la vésicule de transport, est transpor
jusqu'a la vacuole digestive (C et D) et est trouvée a proximité des cristaux formés d’hémozoin

(E).
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Photo 2 : Formation d'hémozoine induite par 'HDP
nu : nucleus (noyau), par : parasite, hdp : HDP, irbc : infected red blood cell (GRP), pvm : parasitophorous vacuole
membrane, ppm : parasite plasma membrane, cyt: cytosome, rbcm: membrane RBC, tv: transport vesicle, hz
hemozoin, fv : food vacuole (vacuole digestive), fvm : membrane de fv

Cette étude n’exclut pas une action commune HDP-lipides dans la formation de ’hémozoine dan
le parasite.

L’héme, issue de la digestion de I'hnémoglobine par le parasite, est transformé en hémozoine p:
celui-ci afin de diminuer sa toxicité. Le mécanisme de cette détoxification n’a pas été élucidé méma
si de nombreux débats et études ont permis d’émettre des hypothéses. Ces études ont ¢
principalement menées dans des conditions éloignées des conditions biologiques ce qui a permis
découvrir plusieurs précurseurs potentiels a la formation d’hémozoine mais qui n'a pas permis d
confirmer leur réle dans les cellules parasitaires. Une étude potentielle pourrait se concentrer sur
formation d’hémozoine induite par les lipides, la HDP voir les deux concomitament.
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1.4 Optimisation de I'activité antipaludique de composés naturels
par synthése de dérivés

1.4.1 Travall sur les xanthones (2002)

Au début des années 2000, Kelly et Riscoe ont étudié les hydroxyxanthones et leurs propriété
antipaludiques (activité et affinité avec I'hémeé)En 2002, afin d’améliorer I'activité de ces
composes, ils ont synthétisé une nouvelle série de xanthones: les @;8iéikylamino-
alkoxyxanthones 17 (Figure 10).

O
RO I O I OR

R=H:17-0
R = (CH2)NEt;: 17-n (n de 2 & 8)
Figure 10 : Structure des 3,6-bisa-diéthylaminoalkoxyxanthones

Le but de cette modification structurale, ajoutant deux sites protonables en conditions acides, est
permettre I'accumulation des molécules dans la vacuole digestive et de fournir deux sites ionique
forts s’associant avec les groupements propionates de IHétfie.

Tableau 1 : Activité in vitro des dérivés de xanthone

Composés Clso (M)
D6 W2 F86

3,6-hydroxyxanthoné&7-0 | >100
ComposélL7-2 2,2+0,5
Composél7-3 1,5+£0,7
Composél7-4 0,65 + 0,08
Composél7-5 0,1+0,05| 0,12 +0,07Y0,11 + 0,06
ComposéL7-6 0,07 + 0,02 0,07 + 0,03 0,07 + 0,02
ComposélL7-8 0,43 + 0,03

(D6 est une souche MultiDrug Sensible, W2 est une souche MultiDrug-Resistante, F86 est une souche chloroquino-
résistante)

L’intégration des deux chaines aminoalkyles sur les groupes hydroxyles de la xanthone permet c
réduire significativement les 6l sur la souche D6 (souche sensible). En effet, la 3,6-
hydroxyxanthonel7-0 est inactive sur D6 tandis que pour les compbgésetl7-6 les Clp sont
excellentes. L’équipe de Riscoe et Kelly a évalué lgg d&ls deux composds-5 etl7-6 sur deux
souches résistantes et celles-ci sont identiques. Les compogegt17-6 se comportent de la
méme facon quelque soit le profil de résistance des souches utilisées (Tabteau 1).

Riscoe et al. ont aussi évalué les constantes d’association des composés avec 'héme. Pour cha
composé testé, une solution d’héme est titrée par des solutions de composés a différent
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concentrations. Une variation de I'absorbance de I'héme en fonction de la concentration est alor
observée par spectroscopie UV qui permet ensuite de calculer la constante d’association.

Tableau 2 : Constante d'association composé-héme
Composés | 17-2| 17-3| 17-4|17-5| 17-6| 17-8| CQ 12 | QuininelQ
Ka(l0M™") | 3,44| 3,84 6,99 826 9,02 7,97 4,0 0,21

Les constantes d’association composé-héme des dérivés des xanthones sont supérieures :
constantes d'association de la chloroquite et de la quininel0 mesurées dans les mémes
conditions (Tableau 2) et les composés se lient a 'heme avec une stoechiométrie unique :
molécule de composé pour 1 molécule de dimére d’Féme.

Riscoe et Kelly ont montré par microscopie confocale que les dérivés de xanthones s’accumuler
dans la vacuole digestive (colocalisation avec le Lysotracker Red colorant des compartiment:
acides)® Les dérivés d’hydroxyxanthone sont bien piégés dans la vacuole digestive et s'y
accumulent (Photo 3). Ci-dessous, on visualise la colocalisation du cotip&sébleu) avec le
Lysotracker Red, colorant des compartiments acides donc de la vacuole digestive du parasite.

Photo 3 : Colocalisation du 17-5 et du Lysotracker Red (microscopie confocale)

1.4.2 Travail sur les acridones (2009)*’

Suite a leur travail sur les xanthones, I'équipe de Riscoe a travaillé sur les acridones. Dans I'optiqu
d’améliorer leur activité antipaludique, deux chaines aminoalkyles ont été insérées sur les acridone
permettant d’introduire deux propriétés importantes : l'introduction d’azotes basiques permet
comme précedemment I'accumulation des composés dans la vacuole digestive, mais égalemel
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I'introduction de la substitution sur I'azote de l'acridone permet de diminuer la résistance a la
chloroquine 12 (Figure 11).

Noyau tricyclique aromatique :
Sert a cibler 'heme

-

o) 18a:T35:n=m=2
| R1:R2:R3:R4:Et

Sert & diminuer Ia_résistance :> %R3! “
du parasite \ % Servent a entrer et rester
Ry / dans la vacuole plus
“ % efficacement

_______

Figure 11 : Structure générale des dérivés des acridones

Un dérivé plus actif que les autres est ressorti : le T3.5 pour lequel les évaluations ont été plu
poussées (Tableau 3).

Tableau 3 : Activitéin vitro contre différentes souches dB. falciparum

Composé Clso (nM)
D6 Dd2 7G8 Tm90-C2B
T3.518¢ 448 +572 77,3+6,0 | 859+6,8 71,3+7,4

Chloroquinel?2 | 8,4 +1,9 | 124,7 £9,9235,7 + 25,6 122,7 + 10,5
Quininel1C 194+11872+97 | 77,3+6,9 55,8 £5,5
(D6 : souche chloroquino-sensible, Dd2, 7G8 et Tm90-C2B : souches MDR)

Le composé T3.5 montre des activii@svitro trés bonnes et ces activités sont particulierement
intéressantes lorsqu’il s’agit de souches résistantes a plusieurs composés (MDR : MultiDrug
Resistant) car elles sont du méme ordre de grandeur que celles de la fQieinaférieures a
celles de la chloroquind2. Des études de potentialisation entre le composé T3.5 et des
antipaludiques connus ont été réalisées et montrent une synergie entre le T3.5 et la chiti2pquine
I'amodiaquinel4, la quininel0 et la pipéraquine ainsi qu’un antagonisme avec la méflog@ne
L’effet réverseur de résistance du T3.5 a été évalué et les tests montrent que ce composé a L
action similaire au vérapamil avec la chloroquli2eou la quinine 10.

Le T3.5 (bleu), observé en microscopie confocale (Photo 4) est localisé dans les cellules parasité
et forme, avec une constante d’association élevée, un complexe soluble avec 'héme au pH de
vacuole. Riscoe et al. précisent que le composé s’accumule dans la vacuole digestive du parasite

que le phénomeéne est visible par microscopie confocale mais ne publient pas leur protocol
d’observation ni de photos montrant la colocalisation.
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Photo 4 : Microscopie confocale du T3.5 dar3. falciparum

Des testsn vivo sur des souris infectées par une souche geeliisensible a la quining0 ont été
réalisés et ont montré la synergie entre la quinine 10 et le composé T3.5 (Tableau 4).

Tableau 4 : Synergie entre le T3.5 et la quinini vivo

Dose (mg.kd.jh)

T3.5 seul| Quinine seuleg T3.5 : Quinine
DEsc| 567 39+4 14:14+4: 4
DE;s| 70+ 11 57+9 19:19+4: 4
DEg; | 88 £ 20 85+ 25 24 .24+ 7.7

En effet, I'association du T3.5 et de la quinib@ permet une réduction des dosages des deux
composés. Ainsi les doses pour uneyPfassent de 88 et 85 mgkig pour respectivement le
T3.5 et la quinine 10 & un dosage de 24 : 24 migikgour I'association des deux composés.

1.4.3 Travail sur les néocryptolépines (2009)

La 5-méthyl-5H-indolo[3,2-b]quinoline ou cryptolépine a été isolée de la pl@ngptolepis
sanguinolenta dont les racines sont utilisées comme traitement traditionnel contre le paludisme. Le
cryptolépines sont connues pour avoir de bonnes activités antipaludiques contre des souch
chloroquino-résistantes et chloroquino-sensibles ainsi que pour inhiber la formation d’hémozoine
mais également pour leur cytotoxicité du fait de leurs propriétés intercalantes de I'ADN et
inhibitrice de topoisomérase™i.

El Sayed et al. ont étudié linfluence de [lintroduction de certains groupements sur la
néocryptolépine 19 sur I'activité antipaludique et la cytotoxi&ité.

L’hypothese de travail de El Sayeb et al. est que I'introduction d’une chaine basique aminoalkyle
(N*,N*-diethylpentane-1,4-diamine) (Figure 12) sur la néocryptolépénea permettre d’améliorer
I'activité antiplasmodiale via I'accumulation des dérivés dans la vacuole digestive. En effet, cette
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chaine aminoalkyle permet une augmentation tres intéressante de I'activitéfalaiparumpar
rapport a la néocryptolépiri®. Les dérivés en position 2, 3 et 8 possedent dgglCiméme ordre

de grandeur que la chloroquine 12 sur cette souche (Tableau 5).

L’introduction de cette chaine aminoalkyle ne permet pas de faire baisser la cytotoxicité des dérivé
testés mais les glsur MRC5 sont du méme ordre de grandeur que celle de la néocryptdli@pine

ce qui induit une augmentation de la sélectivité des dérivés testés en fareualbgparum En

effet, lorsque le groupement R est en position 8, le composé est 1800 fois plus actif sur cette souc
de P. falciparungue toxique sur les cellules de mammiféere MRC5 (Tableau 5).

Insertion d'un groupement R

- NEt

R= \NJ\/\/ 2
H

Néocryptolépine

Figure 12 : Structure de la néocryptolépine et de ses dérivés

19

Tableau 5 : Activité antipaludique, cytoxicité et index de sélectivité de plusieurs composés

Composé P. falciparum| MRC5 IS
Clsg (uM) (MRC5/PT)

Chloroquinel?2 0,01

Néocryptolépinel 9 11 27 2,45

R en position 2 0,03 7,2 240

R en position 3 0,015 16 1067

R en position 8 0,01 18 1800

R en position 9 0,14 16 114

R en position 11 0,62 20 32

(Souche chloroquino-sensible Befalciparumdu Ghana)

Les composés ayant une chaine aminoalkyle montrent une inhibition de la formation d’hémozoin:
mesuréen vitro meilleure que la néocryptolépid® excepté pour le dérivé dont le groupement R

se situe en position 9 (Tableau 6).

Tableau 6 : Inhibition de la formation d'hémozoine

Composés Inhibition formation d’hémozoine
(Clsg en meq)

Néocryptolépinel 9 5,97

R en position 2 1,45

R en position 3 Pas déterminé

R en position 8 4,40

R en position 9 20% inhibition & 5 meq

R en position 11 4,11

Chloroquinel? 2,56

meq = milli-équivalent = 16 équivalent, Hz : Hémozoine

L’introduction de la chaine aminoalkyle sur la néocryptolép@a permis d’améliorer les activités
antipaludiques ainsi que l'index de sélectivité par rapport a la cytotoxicité mais aussi de garder I
propriété inhibitrice de la formation d’hémozoine de la néocryptolé@n€ertains composeés ont
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éte testés eim vivo P. bergheisur des souris) mais n'ont pas été assez efficaces ou trop toxiques
pour permettre la suite des tests (résultats non fournis dans la publication).

Une étude plus récente a été menée par Lavrado et al. sur I'influence de I'introduction d’'une chain
aminoalkyle sur la cryptolépine. Cette publication montre que lintroduction de cette chaine
améliore I'activité antipaludique de la cryptolépine mais aussi la sélectivité antipaludique. L’étude
montre que la cryptolépine et ses dérivés ont tendance a s’accumuler dans le noyau du parasite m
Lavrado et al. précisent que I'héme désactive 60% de lintensité de la fluorescence de:
cryptolépines et que 'ADN ne désactive que 20% de cette intensité de fluorescence ce qu
expliquerait le fait que I'accumulation dans le noyau est plus facilement visible.

1.5 Les Benzo[c]phénanthridines

1.5.1 Généralités et études des propriétés biologiques
1.5.1.1Alcaloides naturels (structure et origine végétale)

Les benzo[c]phénanthridines sont des alcaloides présentant un squelette commun (Figure 13) don
existe un tres grand nombre de dérivés naturels.

B
N

Benzo[c]phénanthridine Benzo[c]phénanthridinium
Figure 13 : Structure des benzo|c]phénanthridines

20

Ces molécules sont extraites de plantes de la famille des Ratdééplus particuliérement de
deux genres Toddafa®3 et Zanthoxylumi* "2

L’espéeceT. asiatica est la plus étudiee dans le gerwddalia et de cette espece ont été isolées la
nitidine 22 et la dihydronitidin@5™ °* °2 %33insi que la chélérythrin23, la norchélérythring4,
I'oxychélérythrine 26 et I'oxyavicine 27 (Figure 1%).
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>
N
R, ™~
R3 R4 R5
22 R;=R,=0Me, R3=H, Rg = Me : Nitidine 25 R; =R,;=0Me, R3=H, R4 = Rs=H : Dihydronitidine
23 R1=H, R, =R3=0Me, Rs = Me : Chélérythrine 26 R1=H, R, = R3=0Me, R4 + Rs = O : Oxychélérythrine

24 R;=H, R, =R3=0Me, pas de Rg: Norchélérythrine 27 R1+ R, = OCH,;0 R3=H, R4+ Rs = O : Oxyavicine
Figure 14 : Structure de benzo[c]phénanthridines issues de asiatica

Concernant le geniganthoxylumbeaucoup d’espéces ont été étudiées commeyriacanthuni’
Z. madagascarien§&ou bien Z. nitidum?

Plusieurs benzo[c]phénanthridines ont été isolées d’especegamkhoxylum(Tableau 7): la
nitidine 22, la chélérythrine3, la norchélérythrin@4, I'oxyavicine27 (Figure 14) ainsi que la
fagaronine 28, la sanguinarine 29, la térihanind'B@térihanine 31, la décarine 32, la rhoifoline A

33 et la nornitidine 34 (Figure 15).

La nitidine 22 et la chélérythrin3 sont présentes dans un grand nombre d’especes du genre
Zanthoxylumdont plusieurs en commua.(nitidum, williamsii, flavum et dipetalun). Zanthoxylum
nitidum est riche en benzo[c]phénanthridines puisqu’elle en contient six différentes. Dans d’autres
espeéces une ou deux benzo[c]phénanthridines ont été isolées seul@nembnbphyllum

myriacanthum ou zanthoxyloidg9)ableau 7).
Ly
R N o
N

s
Ro
R3
28 R1=R;=R4=0Me, R3=H, Rs = OH : Fagaronine 32 R;=H, R, =0H, R3 = OMe : Décarine
29 R;=H,Rz+ R3=0CH;0, R4 + Rs = OCH,0 : Sanguinarine 33 R; + R, = 0OCH,0, Rz = OMe : Rhoifoline A
30a R;=0OMe, R, =0H, R3=H, R;+ R5 = OCH,0 : Térihanine 34 R; = R,=0Me, Rz =H : Nornitidine

30b R;=0H, R,=0Me, R3=H, R4+ R5 = OCH,0 : Isotérihanine
31 R;=H,R,=0H, R3=0OMe, R4+ Rs = OCH,0 : Fagaridine

Figure 15 : Structure de benzo[c]phénanthridines issues du genganthoxylum
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Tableau 7 : Produits extraits deZanthoxylum

Composés (n°) 22| 23] 24] 271 28] 29 30 31 32 33 B4
Espéces dZanthoxylum Publications concernées (numéro)
nitidum 72 72 72 72 72 72
ovalifolium 71 T
williamsii e
monophyllum o
madagascariense
myriacanthum
flavum
dipetalum
zanthoxyloides

69 69 6¢
67

65 68
64 64

70 68, 7(

Beaucoup de ces composés ont été étudiés pour leurs propriétés biologiques intéressante
cytotoxiques, antipaludiques, antibactériennes ou méme antivirales.

1.5.1.2Propriétés cytotoxiques

Plusieurs études sur les propriétés des benzo[c]phénanthridines ont été menées en patrticulier sur
propriétés cytotoxiques. Qu’elles soient synthétiques ou bien extraites de plantes, les
benzo[c]phénanthridines ont une bonne actiuitévitro contre des lignées cancéreuses de tous
types. Des activitém vitro de benzo[c]phénanthridines naturelles ou synthétiques (Figure 16) ont
été publiées sur la lignée HelLa S3 (Tabledti §)

35 R; = Me, R, = Rz =R, =0OMe : Sanguilutine
36 R; = Me, R, = OMe, Rz + R, = OCH,0 : Chélilutine
37 R1=R;=H, R3+ R;= 0OCH,0 : NK109

Figure 16 : Structure de la chélilutine, la sanguilutine et du NK109

Tableau 8 : Activités sur la lignée HelLa S3
Composés Gb (um)
Nitidine 22 0,105
Fagaronine8 0,82
Chélérythrine23 | 2,61
Fagaridine31 8,65
Sanguilutine35 | 0,88
Chélilutine3€ 1,66
Sanguinarin9 | 0,35
Nornitidine 34 >30
Norfagaronines6 | NA
NK109 37 0,17
Doxorubicine 0,035
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Les produits les plus actifs sur la lignée HeLa S3 sont la nitRinke NK10937 et la sanguinarine

29 avec des activités de I'ordre de 100 a 350 nM. Ces composés sont toutefois moins actifs que
doxorubicine, composé de référence, dont kg €3t trois fois moindre que celle de la nitid2

Deux composés sont inactifs ou trés peu actifs, il s’agit de la norni8dir¢ de la norfagaronine.

Ces deux composeés sont les deux seuls a ne pas avoir d’atome d’azote quaternaire ce qui lai
suposer que la quaternarisation de I'azote aromatique est trés importante pour I'activité cytotoxiqu
des benzo[c]phénanthridines.

In vitro, la fagaronin@8 est également active sur la lignée leucémique résistante P388, sur la lignée
K562 mais peut-étre considérée comme inactive sur la lignée P388 CPTO.3 (TableZu 9).

Tableau 9 : Activités cytotoxiques de la fagaronine sur des lignées de leucémies
Lignées P388 | P338 CPTO.3 | K562
Clso (M) 0,47 >10 3

D’autres références décrivent des activités antiprolifératives des benzo[c]phénanthridines su
plusieurs lignées cellulaires cancéreuses (60) provenant de neuf types de cancers Hiffétests.
résultats (Tableau 10) sont une moyenne deg @esurés sur les 60 lignées cellulaires. Ces
résultats sont donnés pour la fagaronine 28 ainsi que les composés actifs de référence sur différen
lignées cellulaires testées.

Tableau 10 : Activité antiproliférative de la fagaronine

Composés Clsg (UM)
Fagaronine 28 9,48
Cyclophosphamide 210
5-fluorouracil 17,6
paclitaxel 0,02

La fagaronine a une bonne activité antiproliférative sur différentes lignées cancéreuses du mémn
ordre que celle du 5-fluorouracil. Elle est plus active que le cyclophosphamide mais moins que I
paclitaxel qui posséde une excellente activité antiproliférative.

Les composés ont été évaluesivo sur des souris auxquelles ont été inoculées des cellules P-388
par voie IP (jour 0). Les solutions contenant les composés ont été injectées au jour 1. Les souris 0
ensuite été observées sur une période de 30 jours. T/C est le rapport entre le temps moyen de sul
chez le groupe traité et le temps moyen de survie chez le groupe contréle (Tabléald £1§°
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Tableau 11 : Activitéin vivo de benzo[c]phénanthridines sur P-388

Composés Dose (mg/kg)Temps moyen deT/C (%)
survie (jour)
Controle 9,3 100
NK109 37 150,0 23,5 261
75,0 14,3 159
50,0 13,2 147
Chélérythrine23 | 25,0 1,1 12
12,5 10,0 111
6,25 10,0 111
SanguinarinS8 | 50,0 1,1 12
25,0 2,3 25
12,5 9,5 102
Fagaronin&8 75,0 1,3 14
50,0 9,5 102
25,0 9,5 102
Nitidine 22 75,0 4,3 46
50,0 9,5 102
25,0 10,0 108

La plupart des composés testés sont toxiques a une trop forte concentration car le temps moyen
survie diminue et ils ont une activii® vivo modérée puisque les T/C sont proches de 100%. Seul le
NK109 37 présente de tres bons résultats méme a forte concentration (T/C>100%).

Ishii et al. ont testé les activités des benzo[c]phénanthridineiso contre Sarcoma 180 (Tableau
12)8 T/C est le rapport entre la croissance de la tumeur traitée (T) et la croissance de la tumet
controle (C). Les activités des composés sont mesurées a I'aide d’'un hématocrite. L’nématocrite e
le rapport entre le volume qu’occupent les cellules circulantes du sang aprés centrifugation sur |
volume centrifugé. Le sarcome étant un cancer des tissus conjonctifs et le sang étant lui-méme 1
tissu conjonctif, 'hématocrite permet d’évaluer I'évolution du sarcome et l'activité des drogues
injectées.

Tableau 12 : Activitésin vivo des benzo[c]phénanthridines sur Sarcoma 180

Benzo[c]phénan | Activité anticancéreuse | Benzo[c]phénaActivité anticancéreuse
thridines Dose T/C (%) | thridines Dose (mg/kg/5))| T/C (%
(mg/kg/5j)
Nitidine 22 100 Toxique| Sanguinarin@S | 30 Toxique
30 4 10 1
10 15 3 87
3 40 Chélirubine 30 Toxique
1 80 10 7
Chélérythrine23 | 30 Toxique 3 46
10 4 Sanguirubine 30 2
3 26 Cheélilutine3€ 10 Toxique
1 81 3 120
Avicine 100 38 Sanguiluting5 | 100 Toxique
30 58 30 27
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Ces testsn vivo montrent que la chélitutirg est le composé le plus toxique (10 mg/kg/5j) et le
moins efficace, puisqu’il ne provoque aucune diminution de la tumeur. La chéléry23ina
sanguinarine29 et la chélirubine sont les composés les plus actifs, mais ne sont pas dénués d
toxicité. La nitidine22 garde une activité intéressante et présente une toxicité moindre. L’avicine,
quoique peu active est la molécule la moins toxique.

Les propriétés cytotoxiques des benzo[c]phénanthridines ont été reliées au fait que ces compos
sont d’'une part des intercalants de 'ABIN® (Tableau 13) et d’autre part des inhibiteurs de
topoisomérases | et Il (Tableau 1) 8°

Tableau 13 : Affinités ADN - benzo|c]phénanthridine
Association composé - ADN Ka (M'l)
Chélérythrine 23 - ADN de saumon 46,6 + 4,2 * 10"
Fagaronine 28 - ADN de thymus de veau 10°

La structure plane des benzo[c]phénanthridines leur permet de s’intercaler entre les deux brins de
double hélice d’ADN et de se combiner avec les bases de 'ADN, rompant ainsi les interactions
entre 'ADN et les protéines environnanfé<’

Les benzo[c]phénanthridines ont généralement des constantes d'association de I'ordr@0de 10
M™? comme par exemple la constante d’association chéléryti2@ne ADN (saumony’ La
fagaronine28 a, elle, une constante d’association fagaro@®e- ADN (veau) plus élevée qui
atteint 16 M58

Les topoisomérases sont des enzymes qui aident@lieation de I’ADN en séparant les brins de
la double hélice. Les inhibiteurs de topoisomérases sont des cytotoxiques car ils empéchent
séparation des deux brins de ’ADN, étape nécessaire a la division cellulaire.

Les benzo[c]phénanthridines, de par leur structlaeey ont la propriété de s’intercaler entre les
brins de I’ADN et d’'inhiber la réplication de celui-ci par les topoisomérases. L’activité inhibitrice
de topoisomérases a été déterminée pour la fagaroB8eainsi que pour plusieurs

benzo[c]phénanthridines synthétiques (Figure 17).
¢

R1

‘ ‘ o>
O N O N
>0 = Ry =

39:R;=0OMe, R, =0OMe
38 40 :R;=0OH,R,=H
41 :R;=0H, R,=OH

Figure 17 : Structure de quelques benzo|[c]phénanthridines inhibitrices de topoisomérase
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Tableau 14 : Inhibition des topoisomérases par la fagaronine comparé aux produits de référence

CIM (uM)
Composé Topoisomérase | | Topoisomérase |
Fagaronine 28 0,1 >10
Composé 38 0,3 1
Composé 39 1 10
Composé 40 >10 1
Composé 41 1 3
Camptothécine 0,01 >100
Etoposide >100 0,1

CIM est la concentration minimale requise pour l'inhibition des topoisomérases | et Il par les
composés présentés. Les benzo[c]phénanthridines sont des inhibiteurs de topoisomérases | et
avec toutefois une inhibition plus prononcée pour la topoisomérase I. La faga@@iest
I'inhibiteur de topoisomérase | le plus actif concernant les benzophénanthridines testées tandis qt
les composéS88 et40 sont les deux produits les plus actifs sur I'inhibition de la topoisomérase II.
Les benzo[c]phénanthridines ont des activités toutefois inférieures aux composés de référence,
camptothécine et I'étoposid.®® #Ces benzo[c]phénanthridines ne sont pas quaternaires ce qui
pose la question de I'importance de la quaternarisation sur l'activité des benzo[c]phénanthridine
sur les topoisomérases.

1.5.1.3Propriétés antipaludiques

Les benzo[c]phénanthridines ont été moins étudiées pour leurs propriétés antipaludiques bie
gu’elles soient issues de plantes utilisées comme remedes traditionnels dans plusieurs pays contre
paludisme’® 62 68

Gakunju et af? ont étudié la rutacé@. asiatica, issue d’'un reméde traditionnel kenyan (tribu
Pokot) contre les fievres et autres symptomes du paludisme. La partie de la plante utilisée e
I'écorce des racines selon la préparation traditionnelle. L'extrait méthanolique provenant de cettc
plante a montré de bonnes activités contre difféerentes souchBs fagciparum (chloroquino-
sensible et résistante). Deux molécules ont été extraites de cette plante, la BRidéela
dihydronitidine25 et leurs activités ont aussi été évaluées sur différentes soudhefabbgparum
(Tableau 15)

Tableau 15 : Activitéin vitro d'extraits et de composés d&. asiatica

Décoction, extrait et composés s60ug/mL)
K67 | K39 | M24
Toddalia asiatica (extrait aqueuxp 20
Extrait méthanolique 0,7 | 0,78 | 1,46
Nitidine 22 0,045
Dihydronitidine25 1,03
Chloroquinel? 0,004

(K67, K39 et M24 sont des souches chloroquino-sensibles)

La nitidine 22 possede une bonne activitévitro contre la souche K39 mais toutefois dix fois
moindre que celle de la chloroquine 12. La dihydronitidine 25 n’a pas d’activité antipaludique.
L’activité de la nitidine22 sur différentes souches &e falciparumsensibles et résistantes a la
chloroquinel2 et la comparaison de ces données avec la chlorobRiaegalement été réalisée au
cours de la méme étude (Tableau 16).
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Tableau 16 : Activitésin vitro de la chloroquine et de la nitidine sur différentes souches d®e falciparum

Souches P. falciparumSensibilité chloroquine Clsg (nM)
Chloroquinel? | Nitidine 22

UPA sensible 50 141

K39 sensible 13,8 94,9

SL/D6 sensible 20,6 159,9

HB3 sensible 18,5 154.8

Moyenne des G} des souches sensibles 25,7£16,5 137,6+£209,6

1tD12 résistante 206 88,4

FCR3 résistante 148,2 347,1

FCB résistante 88,8 100

Moyenne des G} des souches résistantes 147,6x£47,8 178,4+119,3

Sur des souches chloroquino-résistantes, la nitidihgossede des activités du méme ordre de
grandeur que celles de la chloroquifi2. En revanche sur des souches e falciparum
chloroquino-sensibles, la nitidin®2 est moins active que la chloroquib2. Les activités de la
nitidine 22 sont tout de méme de l'ordre de 100 nM ce qui signifie que la niddirest quand
méme active sur les souches concernées.

L’effet de Fagara zanthoxyloidesyn. Zanthoxylum zanthoxyloidesur P. falciparuma été étudié

par Kassim et d° Les racines de cette plante utilisées en Afrique sous forme de brosse & dent:
naturelle ont montré des bonnes activités sur des cultufesfdigiparum L’étude bio-guidée de la
plante a permis de montrer que I'activité de la plante vient d'un composé : |la fag@®fiasieau

17).

Tableau 17 : Activités des différents extraits d&. Zanthoxyloideset de la fagaronine(Souche utilisée : 3D7)

Fraction Clsg (ug/mL)
Extrait aqueux brut 4,9 £ 0,6
Fagaronine8 0,018
Chloroquinel?2 0,011 + 0,002

La fagaronine28 montre une tres bonne activitévitro sur la souche 3D7 (chloroquino-sensible)
du méme ordre de grandeur que celle de la chlorodiin€es résultats sont encourageants mais
les résultats de Kassim et al. ne portent que sur une souche chloroquino-sensible.

Nyangulu et al. ont étudié les activités antipaludiques de benzo[c]phénanthridines de §§nthése.
L’étude porte sur la modification ou I'ajout de certains substituants (Figure 18) et I'impact de ces
modifications sur I'activité antipaludique (Tableau 18).
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42 :R;1=Me, R, =Me, R3=OMe, R4 =H, X=MeSOz
43 :R;=H, R, =Me, R3= OMe, R4 = OEt, X=MeSO3
44 :R;=Me, R, = Me, Rz3= OMe, R4 = OEt, X= MeSOs
45 :R; = Et,R,=Me, R3= OMe, R4 = H, X=MeSO3
46 :R;=Me, R, =Et, R3=0OMe, R4 =H, X=1

47 :R1=Me, R, = Et, R3= OMe, R4 = OEt, X=1

48 :R;=Me, R, =Me, R3=SMe, R4 =H, X=MeSOz

Figure 18 : Structure de benzo[c]phénanthridines synthétiques

Tableau 18 : Activités de benzo[c]phénanthridines de synthése

Composé K39 (M) | V1/S uM)
Fagaronine€8 | 2,3 1,8
Composé&t2 | 0,07 0,3
Composét3 | 0,12 0,12
Composél4 | 0,26 0,26
Composéts | 0,8 0,74
Composéte | 0,09 0,12
Composét7 | 0,04 0,05
Composét8 | 0,19 0,9
ComposétS | 0,009 0,11

(la souche K39 est une souche chloroquino-sensible tandis que la souche V1/S est chloroquino-résistante)

La fagaronine28 montre des activitts modérées sur les souches K39 et V1/S tandis que les
benzo[c]phénanthridines de synthése ont des activités plus intéressantes.

La méthylation du phénol (compo42) de la fagaronin28 (en R) permet d’augmenter nettement
les activités tandis que I'éthylation du méme phénol (comg&3éaméliore les activités de la
fagaronine 28 mais est moins intéressante que la méthylation.

L'ajout d’'un groupement OEt en4Rsur la fagaronine28 permet d’augmenter les activités
(comparaison de la fagaronine au compd8g sur les deux souches mais ce méme ajout sur
d’autres composés dérivés de la fagaro@@dcomparaison du compod2 au composé4 et du
composeé 46 au compod&) change peu ou pas les activités sur les souches de P. falciparum

Le composé le plus actif sur la souche K39 est le comffbsgii possede un cycle furane avec une
Clso de 9 nM tandis que sur la souche V1/S le composé le plus actif se trouve étre le gbmpose
avec une Gbde 50 nM.

Nyangulu et al. postulent que l'activité antipaludique des benzo[c]phénanthridines vient de leur
propriété a s’intercaler entre les bases de 'ADN du parasite. Les activités anticancéreuses d
produits synthétisés n’ont pas été publiées.
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1.5.1.4Autres propriétés biologiques

1.5.1.4.1Activité antituberculeuse :

A ce jour, la meilleure thérapie contre la tuberculose est une association de plusieurs médicamer
pris sur une période de 6 mois consécutifs. Le premier traitement est I'association de I'éthambuto
de l'isoniazide, de la pyrazinamide et de la rifampicine. Dans les cas ou le premier traitement n
fonctionne pas, le second traitement est l'association de I'gmidminosalicyclique, de la
ciprofloxacine, de la cyclosérine et de la kanamycine. Beaucoup de personnes atteintes de
tuberculose ne répondent pas a ces traitements a long terme.

Certaines des benzo[c]phénanthridines montrent de bons résultats édptabacterium
tuberculosissur la lignée H37Rv cultivéia vitro. La chélérythrine23, I'avicine, la chélirubine, la
nitidine 22 et la sanguinarin29 montrent des taux d’inhibition de croissance supérieurs a 90% a
une concentration de 12,5/mL.%°

1.5.1.4.2Activité antibactérienne :

In vitro, la chélérythrin@3 montre une G§ de 28,7uM contreBacillus subtiliscontre 3,1uM pour
le produit de référence, le chloramphénicol. Cette activité inférieure a celle du chloramphénico
reste toutefois intéressarite.

La sanguinarin@9 et la chélérythrin@3 ont été testées sBtaphylococcus aurewet Escherichia
coli pour lesquels elles présentent des activités modérées. La sangu@Sanmumtre une activité
respectivement de 3M et 54uM surS. aureuset surk. colitandis que la chélérythrirg montre
des activités respectivement de 120 et de 448.M.%*

1.5.1.4.3Activité antifongique :

Une autre propriété testée des benzo[c]phénanthridines est la propriété antifongique s
Cladosporium cucumeriummu la fagaronine 28 montre une tres bonne activité avec gnded,21

uM soit dix fois inférieure a celle du composé detréfce le miconazole (2,M) et cent fois
inférieure & celle de la chélérythrine 23 (28yN){°
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1.5.2 Synthéses publiées de benzo[c]phénanthridines

Les syntheses ont été classée de la maniere suivante : Tout d’abord sont présentées les synthese
benzo[c]phénanthridines de type nor puis I'obtention de benzo[c]phénanthridines quaternaires pe
méthylation de benzo[c]phénanthridines de type nor et enfin l'obtention directe de
benzo[c]phénanthridines quaternaires.

1.5.2.1Synthese des benzo[c]phénanthridines de type nor

1.5.2.1.1Synthese de benzo[c]phénanthridines par réaction radicalaire

Dans leurs travaux, Budén et al. présentent une synthése rapide du squelette de
benzo[c]phénanthridines (Schéma&2y?

NH,

x r’A\s x f”’bx\\‘: /, \\s‘-

T H : ; :

+ [ N : : Base hv ;

Cl N — X e

) [0]

50 51 _N

X=Cl, Br, |
52 53

Schéma 2 : Synthése du squelette des benzo(c]phénanthridines par réaction radicalaire

Le squelette des BZP20 est obtenu avec 62% de rendement global. Budén et al. ont aussi
synthétisé des molécules plus substituées mais il s’agit de phénanthridines avec seulement les tr
cycles aromatiques A, B et C. La seconde étape fournit des phénanthridines fonctionnalisées av
des rendements allant de 78 & 85% selon les différents substifuants.

1.5.2.1.2Synthese de benzo[c]phénanthridines par Kock et al.

Kock et al. proposent une synthése du squelette des benzo[c]phénanthridines (ScHdDedte3).
synthese de 4 étapes permet d'obtenir le squelette facilement mais avec de trés faibles rendeme
globaux (5%).
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Schéma 3 : Synthese de benzo[c]phénanthridines par Kock et al.

La premiere étape permet de former un composé presque entierement aromatique d’une fact
originale. Le mécanisme réactionnel est détaillé (Schéma 4).

tBuOK

\H CN CN
‘ ‘ /—\ \@ _tBuOH =
TiBuoK

54

NH O
| {\NHz ‘ “H
NH CN CN

Schéma 4 : Schéma réactionnel de la formation du composé 56

La méme équipe a publié une synthese donnant des composés amirEs|@zote (composso)
(Schéma 5) mais n’obtient pas de tres bons rendements globaux. Selon le groupement R,
rerg(l:lement de la premiére étape varie entre 10 et 53 % et celui de la seconde étape entre 14 et
%.
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O CN
)k + 2 tBuOK
R H >
54b 55

Schéma 5 : Synthése du composé 59
Cette synthése démarrant par une condensation de 2 molécules d’ortho-cyan&blagee un
aldéhydeb54b, la possibilité de faire des BZPs ayant des groupements différents sur chaque cycle

semble restreinte et seule la synthése de composés ayant un groupement R aromatique ou pas
groupement est décrite.

1.5.2.1.3Synthese de benzo[c]phénanthridines par Gillespie et al.

En 1974, Gillespie et al. ont publié une synthese de la norfagaronine 66 (Schéma 6) en 6 étapes dt
le rendement global est de 184>

OiPr OiPr
K2C03 Pd/C
|PrBr hydrazme OMe
NH,

N02 60 92% 99%
MeO. Br
s
o
reflux MeO _

91%
OiPr
OMe

MeO

AcOH 90%
HBr 48%

O O OMe
N
MeO =

66

OH

MeO

Schéma 6 : Synthése de la norfagaronine 66 par Gillespie et al.

La synthése originalement publiée par Gillespie et al. a été reprise et améliorée afin dobtenir de
meilleurs rendements et une grande variété de benzo[c]phénanthridines.
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Cette voie de synthése a permis d'obtenir plusieurs benzo[c]phénanttridthés %telle que la
norchélérythrine24,> la décarine32®® *° I'isodécariné® ou la nornitidine34°” A chaque fois, la
synthése a été adaptée puisqu'il faut protéger les groupements OH évéRtudls, (Bny> "+ 94 %
98103 ot partir de produits de départ différents suivant les substitutions souhaitées.

1.5.2.1.4Synthese de benzo[c]phénanthridines par Olugbade et al.

Cette synthése, publiée en 1990 par Olugbade et al.,, se fait 6 étapes et fournit de
benzo[c]phénanthridines avec des rendements tres variables. En effet, selon le type de groupem:
R, le rendement global varie de 7 & 30 % (Schém¥ 7).

D’autres équipes ont repris cette synthése pour obtenir d'autres benzo[c]phénanthridines. De
benzo[c]phénanthridines ayant des groupements OH sont synthétisées via une protection du pheér
concerné (OMs, OEt, i®r). Ces différentes protections permettent de synthétiser la norfagaronine
66 ainsi que des dérivés de la norfagaroB®dsubstitution en position 12 du H par des alkyloxy)
avec des rendements globaux intéressants (38% pour la norfagaronine 66 par &&efipl®).

Lynch et al. ont également transposé la synthése a d'autres benzo[c]phénanffirid&s.
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Schéma 7 : Synthese de la norfagaronine 66 et dérivés par Olubade et al.
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1.5.2.1.5Synthese de benzo[c]phénanthridines par Kohno et al.

Kohno et al. ont publié cette synthése qui permet d’obtenir différents composés.

R3 Br O>
‘O > PdCIAPPhs), Rs o
R, cHo + \B O O
MeOH DMF
CHO

R1 45 min,80C Ry

77
76
75 80-98%

R4

MeONH2HCI | 1h, 80C
AcONa, EtOH | 95-100%

1,2-dichlorobenzene
-

micro-ondes
180T, 77-94% Ry

Pd-C 10%
180C

Rs
N
Rzg/

Schéma 8 : Synthese de benzo[c]phénanthridines par Kohno et al.

75-97%

La synthése présentée ci-dessus (Schéma 8) se fait en 4 a 6 étapes avec un rendement global val
de 46 a 76%. Le boronai® doit toutefois étre synthétisé et se fait en 7 étapes (synthese non
présentée ici) avec 42% de rendement. La synthése totale (11 & 13 étapes) fournit des compo:s
avec 19 a 32% de rendement selon les groupements.

Cette synthése a fourni plusieurs benzo[c]phénanthridines différentes a partir de produits de dépe
75 difféeremment substitués. De méme, méme si un seul borthat&té utilisé, on peut envisager

de synthétiser des analogues, en protégeant les groupements sensibles OH éventuels. La syntt
longue du boronate limite cependant le nombre d’analogues qu’on peut ainsi obtenir.

1.5.2.1.6Synthese de benzo[c]phénanthridines par Katemani et Ishii

Kametani et at®® et Ishii et at® ont publié une synthése de benzo[c]phénanthridines (Schéma 9)
de 5 étapes. Différents essais ont été réalisés sur plusieurs composés possédant différents type:s
groupements.
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| Cl
o HCONH;
o O 0 ‘O
NaNH NH4)2SO.
©+§© ant, (NHa:S0: .~ O
Acide formique NHCHO
- 0 0 83 170C, 10h 84

POCls, 1h
reflux

/O - p-cymene /O
DDQ, benzene Pd-C 30%
- -
_N NaOH 5%, TA reflux

87
Schéma 9 : Synthése de benzo[c]phénanthridines par Kametani et al. et Ishii et al.

Cette synthese est intéressante car elle peut étre d’adaptée pour obtenir différente
benzo[c]phénanthridines du fait de la simplicité structurale du détiv€ette synthése n’a pas été
adaptée aux benzo[c]phénanthridines phénoliques. Zee-Cheng et al. ont synthétisé |2aittine
I'allonitidine & I'aide de la méme synthésé. !

1.5.2.1.7Synthese de benzo[c]phénanthridines par Janin et al.

En 1993, Janin et al. ont publié la synthese de dérivés de benzo[c]phénanthridines ayant une chai
aminoalkyle en de I'atome d’azote aromatiqi®(Schéma 10).

Rj
Rq
", e T g
OO + | 2)Tr|phosgene ‘ Ro tho O Ry
R, NH

o a0 © 91 O
88 89

NH,

POCl3
reflux

N R, Ha Tiypre, ‘ X Ry
_N reflux R _N
Rs

3
HNMNMeZ 92 Cl
3 n

Schéma 10 : Synthese de benzo[c]phénanthridines par Janin et al.
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Janin et al. ne précisent pas de rendements pour les étapes de la synthése sauf pour la premiere
le rendement varie de 10 a 20% selon les différents composés obtenus. Cette synthése prése
I'inconveénient de produire des composés ayant un substituandetiatome d’azote aromatique et
d’avoir de faibles rendements sur la premiere étape.

1.5.2.1.8Synthese de benzo[c]phénanthridines par Geen et al.

Cette synthese, publiée en 1996 puis en 1998 par Geen et al. permet de synthétiser un grand nom
de benzo[c]phénanthridines différemment substituées (Schém& 113.

Ry Br Ry Br Rq B(OH),
Glycol nBuLi Rs
p-TSA O_ B©iPn)s R o *
R, CHO Ry 2
89% 61% 0 Br R4
0 97
NH,

96

98
Schéma 11 : Synthése de benzo[c]phénanthridines par Geen et al.

Le produit de dépaf4 est assez simple et commercial ce qui permet a la synthése d’étre adaptabl
a d’autres composés ayant des groupements ailleurs sur le cycle. Cette synthese en 3 étapes fou
la nornitidine 34 avec 63% de rendement, la norallonitidine 82% et la noravicinE58%%.

Geen et al. n'ont pas fait d’essais de synthése de benzo[c]phénanthridines phénoliques.

1.5.2.1.9Synthese de benzo[c]phénanthridines par Luo et al.

En 2006, Luo et al. ont publié une synthése rapide de la norniBdilé Cette synthése permet
d’obtenir la nornitidine34 avec un rendement global de 35% pour une synthese comprenant 5
étapes (Schéma 12).
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o ¢} X J<
- S0 tBuNH, 7 N
96%
o Br o Br
63 99 \

NiBry(dppe), Zn/ X
73%
_N
0 3 butyn-1-ol (COCI) DMSO
< —>< :
80% puis NEts
O 77%
100
I
‘O O -
) N
Y N o HBr 40%
78% _N
N
\O = 34

Schéma 12 : Synthése de la nornitidine par Luo et al.

Cette synthese peut étre transposable a d’autres benzo[c]phénanthridines du fait de la simplicité d
produits de départ (composé8 et100). Cependant, lors de cette étude, seule la synthese de la
nornitidine a éteé réalisée.

Korivi et al. ont utilisé le méme type de synthése que celle de Luo mais I'ont adaptée afin d’obtenit
des oxybenzo[c]phénanthridines ou des dihydrobenzo[c]phénanthritfines.

1.5.2.2Méthylation des benzo[c]phénanthridines de type nor

La premiere facon de quaternariser les benzo[c]phénanthridines nor est d'utiliser des agent
alkylants tres puissants. Les différentes conditions décrites dans la litérature sont rappelées c
dessous.

Le méthanesulfonate de méthyle Me®®@ :

La quaternarisation avec Me@®e se fait a I'aide d’'une base, usuelleméRt}NEt, au reflux de
celle-ci (170-180°C) pendant 30 minutes envifon®® 1% 0% eg (différents essais de
quaternarisation avec MeS®e ont été réalisés pour obtenir la fagaronine ou la 12-OEt-
fagaronine et les différents groupements OH ont été protégés afin de ne pas étre méthylés a le
tour. Les rendements obtenus vont de 73% pour obtenir la 12-OEt-fagaronine a 93% pour I
fagaronine 28.

Le sulfate de diméthyle M8Q, :

La quaternarisation avec M&0, se fait au reflux du xyléne ou du nitrobenzéne pendafit 1h?"
99,110, 111, 116, 11f o5 différents essais de quaternarisation avesSEleont été réalisépour obtenir

la fagaronine282* la nitidine22°" *°la chélérythrine23® *®ainsi que des dérivés de fagaronine
28 (isofagaronin€ej? Les groupements OH ont été protégés par des graspespyled* ** ou
benzyle&® afin de ne pas étre méthylés a leur tduers rendements obtenus vont de 20% pour la
fagaronine 28* & 70% pour la chélérythrine 331
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Le triflate de méthyle GfSO;Me :

La quaternarisation avec ¢FO;Me se fait dans un tube scellé a 90°C dans le toluéne pendant 3h.
Styskala et al. ont décrit la quaternarisation de I'isodécarine protégée avec un groupement benzyl
lls ont obtenu le composé désiré (le NK109 benzylé) avec un excellent rendement'd2 96%.

Le fluorosulfonate de méthyle MeSiO:

La quaternarisation avec Meg@Ose fait dans le nitrobenzene a 110-120°C pendant 10 minutes
environ. Zee-Cheng et al. ont méthylé des benzo[c]phénanthridines ayant des groupemen
méthoxy, méthylénedioxy ou phénoliques protégés par des acétates. Les méthylations des 2,3,8
tetraacétoxybenzo[c]phénanthridine et 2,3,8,9-tetraméthoxybenzo[c]phénanthridine donnent le
composés voulus avec un rendement quantitatif.

Le 2-nitrobenzenesulfonate de méthyle :

La quaternarisation avec le 2-nitrobenzenesulfonate de méthyle se fait au reflux du toluéne penda
3 jours minimunT® 19192 es différents essais de quaternarisation avec le 2-nitrobenzénesulfonate
de méthyle ont été réalisés sur plusieurs benzo[c]phénanthridines dont la norgitdie
norfagaronines6, la décarin®2'°? ou l'isodécarin€’? ainsi que d’'autres composés phénoliqiies.
100-102) s produits ayant un groupement OH ont été protégés par des groupes bel2{i¥st la
réaction de quaternarisation fournit les benzo[c]phénanthridines quaternaires avec des rendemel
de 55% pour la nitidin@2,”® 79% pour la fagaridind@1,** 98% pour la 7-hydronitidine benzyfée

ou 80 % pour le NK109 benzyt&? 1%

o _
e} O ||/O
N S
~

104a:R=Me NO,
104b : R = OMe 105
104c :R=CF3
104d:R=F

Figure 19 : Contre-ions du aux méthylations

Dans la plupart des publications, la quaternarisation est suivie d'un échange de contre-ion pour C
ou .

Ishii et al. ont décrit une seconde voie pour quaternariser les benzo[c]phénanthridines de type nq
qui consiste a réduire le noyau aromatique, a alkyler 'azote secondaire puis a oxyder a nouveau
noyau afin de retrouver I'aromaticité du compb<é.

1.5.2.3Synthese des benzo[c]phénanthridines quaternaires

Synthése n°1 :

Cette synthése publiee par Ishii et al. permet dobtenir une tres grande variété de
benzo[c]phénanthridines. Cette synthése a déja été utilisée par la méme équipe afin d’obtenir d
benzo[c]phénanthridines de type nor.
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1) KCN/ACOH G Ry

2) NaOH CO,
.
Ro 109

R{

1) Ha, Pd/C
2) POCI;

R2 ;) I\QENHZ TiCls R2
DDQ asHa
11, MeCHO 1 NMeCHO 2)CCI3CHO

POC|3

| /N+\

R 113

Schéma 13 : Synthése des benzo[c]phénanthridines quaternaires par Ishii et al.

Dans cette synthese, la méthylation du composé est effectuée avant la cyclisation du taghposé
en composd 138 90 11810cette synthése a permis d’obtenir des benzo[c]phénanthridines ayant
des groupements méthoxyles, méthylénedioxy et méme phénoligtiés?°

Synthése n°2 :

Cette synthese, déja utilisée par Geen et al. afin d’obtenir des benzo|[c]phénanthridines de type nc
a été adaptée pour les benzo[c]phénanthridines quaternaires grace a une étape de méthylation
composell7. On observe, lors de cette synthése, une réaction de Suzuki (obtention du compos
117) suivie d’'une réaction de Bishler-Napieralsky (obtention du composé 36).
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OMe
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> HCO.H > B(OH),
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Br O (CH:CO).0 By o e
e
NH, 114 88% NHCHO 115 OMe 116

Pd(OAc), | Na;COs
PPh; 94%

Schéma 14 : Synthése de la chélilutine par Geen et al.

Cette synthése permet d’obtenir la chélilutBéavec un rendement de 72% pour 4 étalges™
Les benzo[c]phénanthridines comportant des groupements phénoliques n’ont pas été synthétisées

Synthése n°3:
Cette synthése a été publiée en 1995 par Séraphirt®tpais reprise en 2007 par Vanquelef et

al®? Elle permet d’obtenir des benzo[c]phénanthridines, ici la fagar@8ne partir du composé
119 avec 26% de rendement (Schéma 15).
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OMs

1) vinyiMgBr
_~ 2)déprotection
%

97%

iPrBr 55%

OiPr
/O ‘ O O/ Et,0.BF3
-
N MeNO,
~o ™~ 61%

HF, NaCl
ﬁ

93%

Schéma 15 : Synthése de la fagaronine 28 par Séraphin et al. et Vanquelef et al.

Le composé 119 peut facilement étre synthétisé en trois étapes dont les deux premiéres sont
décrites par Lynch et al.(Schéma®6 partir du composé 70, il suffit de méthyler I'amine
secondaire pour obtenir le composé 119.

OMs
(o]

- MsO o ///() NC -
+ 0]
NH KCN

66 124 125

Schéma 16 : Synthése du composé 119

Cette synthése est intéressante car elle permet de partir de composés simples et donc dérivatisal
et commerciaux méme si elle pourrait étre améliorée concernant les rendements.
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Synthese n°4 :

Cette synthése publiée par Ishikawa et al. en 1995 permet d’obtenir la mas@&iaeec un
rendement global de 10% (Schéma 7).

o o)
o bicicoy >
O 2) SnCl,, DCM 0
+ P
88%
o HO o
\_o 127 Q
\_o
3) KOH
126 1) Reformatsky 4; POCIy/K,COs
2) Ho/Pd
75%
OH ’
O
\O o 1) )\OAC TsOH
> 2) DDQ O
o 3)NaoH >
< 0]
95%
O 130
\_0o 2) PdIC puis HCOH/HCONH, O
1) |'AmONO/K2C:03 3) MGZSO4, BnNBUgCl, NaOH
puis Me,SO4/NH,OH 56%
~o
> 1) POCl,
2) NaBH,
O 3) DDQ
o OHC/ \ 27%

\_o 131

Schéma 17 : Synthése de la mascarpine 132 par Ishikawa et al.

Les produits de départs sont simples donc facilement dérivatisables et commerciaux ce qui perm
d’envisager la synthese a d’autres benzo[c]phénanthridines.

Watanabe et al. ont publié en 2003 une synthése semblable leur permettant d’obtenir de la 1.
méthoxychélérythrind?® Cette synthése présente beaucoup d’inconvénients car du aux nombreuse:
protections et déprotections elle est longue (24 étapes) et donne le composé avec un rendems
global de 8%.
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Synthése n°5 :

Cette synthése, publiée en 2002, permet de synthétiser plusieurs types de benzo[c]phénanthridir
en 7 étapes avec un rendement global variant de 15 & 30% (SchétfiaCi8je synthése ne
comprend pas d’étapes de protection et déprotection qu’il faut intégrer pour des composés ayant d
groupements phénoliques.

1) NaH

LDA 2 2) Mel

—_—
100% 75-100%

Rs 134

R4
Rs OO 1) TI(NO3)sMeOH  Rs
O R 2) HCl 10%
N -~
Ry ~ 80-95% Re
R, O 137 R, O 136

1) LiAlH4
2) bDQ 60%

3) H2S04, AcOH
Ry
Rs O O R,
R A
Rs 138
Schéma 18 : Synthése de benzo|c]phénanthridines par Treus et al.

Le produit de départ 133 doit étre synthétisé mais Treus et al. n’expliquent pas le protocole utilisé.

Onda et al. ont publié une synthése de la sanguindfin& partir d’'un autre produit naturel, la
protopinel391%° Cette synthése posséde des similitudes avec la fin de la synthése publiée par Tret

DDQ
E— .
N\ . _ N\
140 \——O 29

Schéma 19 : Synthése de la sanguinarine 29 a partir de la protopine 139

Les Benzo[c]phénanthridines antipaludiques d'origine naturelle : Synthése d'analogues et étude de
leur mode d'action / Introduction



RIVAUD -53 -

Synthése n°6 :

Sotomayor et al. ont publié une synthese permettant d'obtenir une benzo[c]phénanthridine
complexe substituée ende I'atome d’azote et ayant un groupement benm«aeslui-ci.126

(@]
HO,C ™ K,COs Mel MeO,C
o P _45C.1h
- O @) 91%
0O 141 0]
o

30% 1) BnNH3, TiClg, TA, 30 min

2) MeCOCI, TiCls, TA, 2h

’ OO O\
O
POCIs, reflux, 3h -~ O O/
e S
80% N 143
\O Y

Schéma 20 : Synthése de benzo[c]phénanthridines par Sotomayor et al.

Cette synthese permet d’obtenir une benzo[c]phénanthridine en seulement trois étapes avec |
rendement global moyen de 20%. Cette synthese est tres courte mais I'étape de formation du cyc
[C] (30%) fait chuter le rendement global. Le produit de départ est également a synthétiser mais <
synthese n’est pas décrite dans la publication.

1.6 Travaux Préliminaires au laboratoire

1.6.1 Etude bio-guidée de Zanthoxylum rhoifolium*?*’

Aprés une étude éthnopharmacologique poussée, il a été montré par Bertanf® equal.
Zanthoxylum rhoifoliurrest utilisé comme reméde traditionnel antipaludique en Guyane frangaise
sous forme de tisane d’écorce. Une extraction bio-guidée des alcaloides contenus dans la pouc
d’écorce a conduit a plusieurs composés de type benzo[c]phénanthridines : la dihydroavicine, |
dihydronitidine 25, I'oxyavicine 27, I'oxynitidine, la fagaridine, I'avicine et la nitidin22. Les
résultats des tests sr falciparumsouche FCB1 montrent que la nitidid2 est I'alcaloide le plus

actif surP. falciparumavec une Gh du méme ordre de grandeur que la chloroqdidesur une
souche chloroquino-résistante (Tableau 19) corroborant les résultats obtenus par Gakéhju et al.
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Tableau 19 : Activités antiplasmodialesn vitro des benzo[c]phénanthridines issues d& rhoifolium

Composés Souche FCB1
Clso (Lg/mL) | Clsg (UM)

Fraction alcaloidique 3,3

Hydroxide de nitidin€2 | < 0,1 <0,27

Chloroquinel?2 0,175

L'étude deZ. rhoifolium au laboratoire a donc validé I'utilisation de celle-ci comme remede
traditionnel antipaludique et a montré que son activité venait de la nitidine 22.

1.6.2 Etude des propriétés biologiques de la nitidine
La nitidine 22 étant le composé le plus actif issu Zderhoifolium sur la souche FCB1 de.

falciparum une étude a été menée au laboratoire afin de déterminer plusieurs de ses propriéte
biologiques. L’étude a été faite sur le chlorure de nitidine 22.

1.6.2.1Activités in vitro de la nitidine surP. falciparum

L’activité du chlorure de nitidin@2, isolé au laboratoire, a été réalisée sur plusieurs souclies de
falciparumde sensibilités différentes vis-a-vis de la chloroquine 12.

Tableau 20 : Activités du chlorure de nitidine surP. falciparum

Soucheg Clsg (LM)
Composé FCB1 FCM29
Chloroquinel?2 0,089
Chlorure de nitidin@2 | 0,7 £ 0,21| 0,47 = 0,06

(FCB1 et FCM29 : souches chloroquino-résistantes)

Le chlorure de nitidin2 a une activité équivalente sur les deux souches et sachant que chaque
souche possede une sensibilité differente a la chlorod2inen peut en déduire que l'activité du
chlorure de nitidin@2 est indépendante de la chloroquine-résistance. Cela prouve que la BRidine
est une drogue qui contourne les voies de résistance développées par le parasite contre
chloroquine 12.

Le moment d’action de la nitidine 22 sur le cycle érythrocytaire du parasite a été déterminé par mis
en contact d’'une culture synchroniséeRddalciparumavec le chlorure de nitidir22 pendant des
fenétres d’incubation de 8 heures (Figure 20).
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Figure 20 : Inhibition de la parasitémie par la nitidine

Ce graphique permet de déterminer le moment d’action de la nig@irseir le parasite et correlé

aux courbes de production d’ARN et d’ADN donne une indication sur un éventuel mode d’action.
Pour la plus faible concentration (0.1%g)] on voit que la nitidin@2 a un pic d’action situé entre

16 et 24 heures (inhibition maximale) ce qui correspond a la production d’ARN par le parasite. Er
revanche pour la concentration équivalente asy@e la nitidine22 (0.2 ug/mL), I'action de la
nitidine 22 sur le parasite semble plus diffuse dans le temps.

Les résultats a la concentration de 0.350dissent penser a une possible action sur les protéines
parasitaires.

1.6.2.2Cytotoxicitésin vitro de la nitidine

L’activité du chlorure de nitidin@2 a été mesurée sur les cellules tumorales mammaires humaines
MCF7 pour déterminer son potentiel cytotoxique sur cellules cancéreuses et sur les cellule
épithéliales de rein de singe VERO pour déterminer sa cytotoxicité sur cellules saines.

Les cellules MCF7 permettent de rendre compte de I'effet cytotoxique sur cellules cancéreuses de
produits tandis que les cellules VERO rendent mieux compte de la toxicité des produits sur de
cellules saines de mammiféres.

Tableau 21 : Cytotoxicité du chlorure de nitidine 22

L’activité du chlorure de

Souches

Clsc (M)

Composé

MCF7

VERO

Chlorure de nitidine

0.52 +0.04

23.4+3

Camptothécine

0.28 £ 0.1

4

nitidin@2 sur MCF7 est de 0.52 uM ce qui confirme les résultats de la

litérature décrivant une activité intéressante sur d’autres lignées cellulaire cancéreuses.

La nitidine 22 possede unesgsur VERO de 23,4 uM ce qui permet d’obtenir un bon indice de
sélectivité antipaludique de 50 (IS =sgVero]/ClsgFcM29)).

Les Benzo[c]phénanthridines antipaludiques d'origine naturelle : Synthése d'analogues et étude de

leur mode d'action / Introduction



RIVAUD - 56 -

1.6.2.3Activité in vivo de la nitidine sur P. falciparum

L’activité de la nitidine22 sur le paludisme a été détermimgeivo grace au test de Peters sur des
souris Swiss femelles infectées fparvinckei petteriLe test de Peters consiste en l'injection par
voie intra-péritonéale de parasites (JO) puis a I'administration du composé a évaluer par voie I
pendant 4 jours (JO a J3). La nitidid2 a été testée a 4 dosages différents dans du DMSO (0.1, 1,
10 et 20 mg/kg), le groupe témoin a recu des injections de DMSO seul et deux groupes controle
ont recu des traitements de chloroquine 12 (1 et 10 mg/kg).

A la fin du traitement (J4), la parasitémie a été évaluée par frottis sanguin et par cytométrie de flu:
afin de déterminer la Dfg de la nitidine22. De plus, la survie des souris a été suivie pendant 11
jours.

Tableau 22 : Inhibition de la parasitémiein vivo

Nombre | Parasitémie Ecart-type| Inhibition
de souris moyenne parasitémie
Controle 10 69.8 12.8
CQ 1 mg/kg 5 78.9 8.2 0
CQ 10 mg/kg 5 1.1 1.2 98
Nitidine 5 62.1 8.9 11
10 mg/kg
Nitidine 5 315 14.4 55
20 mg/kg

Lors de ce test, la dose effective a 50% 4fpB été trouvée égale a 18.9 mg/kg pour la niti@ide

et 5 mg/kg pour la chloroquing2. La valeur du témoin chloroquirl correspond bien a la

littérature?®®

Survie des souris traitees par:
DMSO. Chloroquine ou Nitidine
Evaluation de l:Parasitémi

12
(]
E 10 - 4 4 T
.E g —u— CO 1 mghkg
£ —i— O 10 mgkg
é 6 Mitid. 0.1 mg/kg
K] L L L L ik —s#— Mitid. 1 mgilg
g 4 - —a— Mitid. 10 mgkg
E 5 —+— Mitid. 20 mgikg

nombre de jours

Figure 21 : Survie des souris aprés traitement par CQ ou nitidine

Le test révele que la nitidir2 a bien une action thérapeutique supérieure a sa toxicité. En effet, on
observe une diminution de la parasitémie de 55% a 20 mg/kg. ¢geBtEdonc située aux alentours
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de 20 mg/kg. De plus, aucune souris n’est morte durant le traitement, ce qui montre une toxicit
limitée de la nitidine22 a cette dose. Par contre, toutes les souris sont mortes environ trois jours
aprés arrét du traitement par la nitidine. Ceci est vraisemblablement dG a la reprise de I
parasitémie. Il sera donc nécessaire d’établir lgp§l&rs de prochains tests.

1.6.3 Etude du mode d’action de la nitidine : Inhibition de la détoxification de
'héme

La chloroquinel2 inhibe la détoxification de I'hneme en se liant a 'héme ce qui empéche son
agrégation. La nitidin@2 possede une structure plane et aromatique qui lui permet d’interagir et de
s’intercaler entre d’autres molécules telles que ’'ADN ou I'heme par exemple.

Afin de déterminer le potentiel inhibiteur de la nitidi22 vis-a-vis de la détoxification de 'héme,

une étude in vitro de l'interaction de la nitidine 22 avec I'héme a été menée. Cette étude a été men
en parallele avec la chloroquid@ pour valider les essais et permet de déterminer la géométrie des
complexes héme-nitidin@2 et héme-chloroquind2 formés. Cela permet aussi d’évaluer la
constante de dissociation de ces complexes.

1.6.3.1Titration dans le DMSO

Les manipulations de titration de 'heme par la chlorogaidet par la nitidin@2 ont tout d’abord
été réalisées dans un mélange eau/DMSO tamponné a pH 7 suivant le protocole décrit3ar Egan.

Les courbes de titration ont été analysées par le logiciel de modélisation specfit. La stoechiométri
trouvée pour les complexes heme-chloroquiet heme-nitidin@2 est de 1-1 avec des constantes
de dissociation respectivement de>t0et 10*°.

La valeur de référence pour la constante concernant le complexe chloroquine-héme est retrouv
pour les manipulations faites au laboratoire, ce qui valide les mesures faites. La valeur du log }
pour le complexe nitidine-héme est assez proche de celle du complexe chloroquine-héme. L
nitidine 22 a une bonne affinité pour 'heme dans une solution DMSO 40%.

1.6.3.2Titration dans une solution aqueuse

Des essais de titration ont été réalisés dans une solution aqueuse tamponnée a pH 6,5 afin d’étre
plus proche des conditions biologiques. Afin de limiter I'agrégation de 'héme sur les parois de la
verrerie utilisée celle-ci sera lavée selon un protocole &tabli
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Figure 22 : Courbes de titration de I'héme par le chlorure de nitidine (solution pH = 6,5, ¢ = 10 mM)

Les courbes obtenues par titration de I’'heme par la nit@itnen solution aqueuse tamponée pH =
6,5 ne sont pas exploitables par le logiciel specfit.
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1.6.4 Localisation et accumulation de la nitidine dans le parasite
1.6.4.1Localisation de la nitidine dans le parasite par microscopie optique

Une observation, par microscopie optique (filtres DAPI et FITC), de parasites mis en présence d
nitidine 22 permet de rendre compte des différentes fluorescences (bleu et vert) de celle-ci
L'utilisation du Hoechst, marqueur de I’'ADN, (bleu) pose probleme pour localiser la nig@ine
dans le parasite car leur fluorescence va se superposer (Photo 5).

L'essai d’incubation des parasites avec la nitidine et le hoechst permet de voir que la nitidine s
concentre uniquement dans les globules rouges parasités (Photo 5)

Photo 5 : Photos de GRP incubés avec du Hoechst et de la nitidine
Image 1 : Observation du colorant Hoechst. Image 2 : Observation de la Nitidine. Image 3 : Superposition des images
et 2.

Afin de poursuivre la localisation de la nitidir®2 dans les stades intra-érythrocytairesPde
falciparum il est donc nécessaire d'utiliser d’autres fluorochromes ayant une émission différente de
celles de la nitidine 22 (bleue et verte).

De plus, I'observation au microscope optique permet seulement de différencier des GRS de GR
mais pas d’observer les différents compartiments du parasite.

1.6.4.2Localisation par microscopie confocale

L'utilisation du microscope confocal est utile pour obtenir une meilleure qualité d’image, une

résolution 3D et pour différencier les compartiments des parasites ce qui n’est pas possible avec
microscopie optique. Les couleurs visualisées sur les photos ne sont pas les couleurs réelles, il s'a
de couleurs ajoutées par traitement informatique.

Le Drag5® est un marqueur des acides nucléiques et donc du noyau. Son utilisation avec la nitidir
22 et leur observation en microscopie confocale peuvent permettre de savoir si la BRRidiee
concentre dans le noyau (Photo 6).
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Photo 6 : Localisation de la nitidine (bleu) et du Drag5 (vert)
Image 1 : Observation de la nitidine. Image 2 : Observation du colorant Draq. Image 3 : Superposition des images 1 et
2. Image 4 : Observation a la lumiére blanche.

On voit que la nitidin@2, ici en bleu, et le Drag5®, ici en vert, ne colocalisent pas en microscopie
confocale. La nitidine 2Re se concentre pas dans le noyau du parasite.

Le Lysotracker® est un marqueur des compartiments acides et donc de la vacuole digestive c
parasite. Son utilisation avec la nitidi@2 et leur observation en microscopie confocale peut
permettre de savoir si la nitidin22 se concentre dans la vacuole digestive, comme nous le
supposons de par son affinité avec I’'héme (Photo 7).

Photo 7 : Localisation de la nitidine (bleu) et du Lysotracker (rouge)
Image 1 : Observation de la nitidine. Image 2 : Observation du colorant Lysotrasker Red. Image 3 : Superposition des
images 1 et 2. Image 4 : Observation a la lumiéere blanche.

L'utilisation du Lysotracker® n’a pas donné de fluorescence claire lors des expériences malgré le
concentrations et les temps d’incubation variés. Le marquage semble trop petit et trop faible por
démontrer la présence de la vacuole digestive qui occupe normalement a ce stade un large esp
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chezPlasmodium sp. Pour autant la nitidid2b semble trop diffuse pour marquer seulement la
vacuole digestive comme nous le pensions. Nous retiendrons donc que la BRldseconcentre
dans le cytoplasme parasitaire.

1.6.4.3Accumulation de la nitidine par microscopie

En plus des observations de la nitidi2zb faites par microscopie optique et confocale, il a été
possible de déterminer par mesure de fluorescence, la quantité de @ifidise concentrant dans

le parasite. Cette concentration est de 5 mM, ce qui représente une concentration tres élevée
comparaison de la concentration de la solution utilisée pour I'incubation des parasites et qui est ¢
0.12 mM. Il existe donc une réelle rétention de la nitid@b a l'intérieur dePlasmodiunce qui
pourrait étre a l'origine de son action antiparasitaire.

Les Benzo[c]phénanthridines antipaludiques d'origine naturelle : Synthése d'analogues et étude de
leur mode d'action / Introduction



RIVAUD - 62 -

2 Synthese des BZPs et des dérivés

2.1 Objectifs et stratégie employée

L’hypothése d’un mode d’action d’inhibition de la détoxification de I'hneme a été mise a mal par le
fait que la nitidine22 ne s’accumule pas dans la vacuole digestive (expérience de colocalisation).
Afin de privilégier ce mode d’action antipaludique, I'ajout d’'une chaine aminoalkyle sur la nitidine
22 ou sur la fagaronin28 est envisagé. En effet, I'ajout d’'un atome d’azote basique permettrait le
piégage des composés dans la vacuole digestive du parasite ou a lieu la digestion de I'hnémoglobir
Les chaines aminoalkyles insérées sur la niti@Reet la fagaronin@8 fournissent les composeés

145 a 150 (Figure 23).
Oy 1 NEt,
o8
O
~ XX o/
+

148:n=4
149:n=5
150:n=6

Figure 23 : Structure des dérivés de la nitidine 22 et de la fagaronine 28

La stratégie de synthése employée est, tout d’abord, de synthétiser la nori@didgston la
synthése publiée par Luo (Schéma 12) ainsi que la norfagar66ima: adaptant la synthése
(Schéma 213+

En effet, cette synthese a I'avantage d’étre courte (5 étapes), simple, facile de mise en ceuvre
facilement adaptable a beaucoup d’autres benzo[c]phénanthridines telles que la norfagéronine
par exemple du fait des produits de départs simples et dont les différents dérivés sont commerciau:

Les Benzo[c]phénanthridines antipaludiques d'origine naturelle : Synthése d'analogues et étude de
leur mode d'action / Introduction



RIVAUD - 63 -
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Schéma 21 : Synthése de la norfagaronine 66 via la synthése de Luo et al.

Une fois la nornitidineé84 synthétisée, I'objectif est de-alkyler et de substituer le brome par la
diéthylamine afin d’obtenir les composés 145 a 147 (Schéma 22).

CI r_
/N Br \O

155:n=4
156:n=5
157:n=6

Schéma 22 : Synthése des dérivés de la nitidine a partir de la nornitidine 34

Pour obtenir les composd48 a 150 a partir de la norfagaronit®, I'objectif est deO-alkyler
celle-ci puis de l&\-méthyler et enfin de substituer 'atome de brome par la diéthylamine (Schéma
23).
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- 149:n=5 n =
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Schéma 23 : Synthése des dérivés de la fagaronine 28 a partir de la norfagaronine 66

2.2 Synthese de la Nornitidine 34

2.2.1 Synthese de la benzylimine 99

O o) N J<
- O tBuNH, -~ N
~
O Br  TA72h g Br
63 quant. 99
Equation 1 : Synthése de la benzylimine

Cette réaction consiste en la condensation dertebutylamine sur le bromovératraldéhy@a.
Cette réaction se fait a température ambiante et ne nécessite qu’une distillation afin d’éliminer I:

tert-butylamine en exces et I'eau provenant de la réaction. Cette réaction ne pose aucun probleme
est quantitative.

2.2.2 Synthese de l'alcyne aromatique 101

0o Br oH Pd(PPh3),Cly, Cul o //
DIPA
CIT v 2
O
164
100

OH

reflux, 1h30 o

74% 101
Equation 2 : Synthése de l'alcyne
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Cette réaction est un couplage de Sonogashira et permet de créer une liaison carbone-carbone el
un carbone aromatique’sgt un carbone sp. Cette réaction fournit le produit voulu, le composé 101,
avec de bons rendements. Il a fallu toutefois adapter le traitement de la réaction décrit par Luo pot
éviter la dégradation du composé 101 en comp654Figure 24).

O
o) OH
{
0 165

Figure 24 : Structure de la cétone 165 issue de la dégradation de l'alcyne 101

En effet, en milieu acide, une triple liaison peut facilement s’hydrater et donner un énol qui se me
sous forme plus stable pour donner le comdde correspondant. Cette dégradation a été décrite
par Pal et al. qui ont étudié les effets des différents groupements de I'aromatique sur la proportio
relative alcyne/cétone et sur les rendements de rédctibrconvient donc d'étre prudent lors du
lavage acide du milieu réactionnel : minimiser le temps de contact de la phase organique avec
phase aqueuse acide et neutraliser I'acidité résiduelle dans la phase organique par un lava
basique.

2.2.3 Synthése de l'isoquinoline 102

~
~
OH
P
O = /O \N NiBr(dppe), Zn
< - O E
—
o \o Br reflux, 2h
101 99

102a+102b : 86%
102a/102b : 6/4

Equation 3 : Synthése de l'isoquinoléine 102

Cette cyclisation a I'aide d’'un catalyseur au nickel permet de créer le cycle isoquinoléique. Selor
Luo et al., un seul produit02a est obtenu. Nous avons au contraire observé la formation des deux
régioisomered02a etl02b. Le composd.02a est obtenu avec un rendement de 52% et le composé
102b est obtenu avec un rendement de 34%. Le rendement global de la réaction est donc de 86%
la proportion relative 102a/102st de 6/4.

Les conditions de cette réaction de couplage ont été étudiées par Korivi*gteal.particulier
I'influence des alcynes sur la régiosélectivité, le rendement et sur le mécanisme réactionnel.

A partir des composés01 et99, on peut proposer le schéma réactionnel suivant. La réaction
commence par une réduction du Ni(ll) en Ni(0) par le Zn en poudre. S’ensuit un cycle catalytique
qui fournit le composé majoritaif2a ainsi que son régioisomdr@2b (Schéma 24). La premiere
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réaction du cycle donnant I'intermédiaire réactiont@b est une insertion oxydante, suivie d’'une
transmétallation donnant les deux régioisomerés7a et167b puis d’une élimination réductrice
fournissant les régioisomeéres récuper@2a etl02b.

0
Ni \O '\{
Br
166
OH

/
102a + 102b o Z

+ BrtBu <
o 101

Schéma 24 : Mécanisme réactionnel de la cyclisation au nickel par Korivi et al.

Selon les essais de Korivi et al. il n’'y a pratiguement qu’un seul régioisomere fourni, celui qui
correspond au produit voull02a,correspondant a I'intermédiaire de réactid@ya mais les essais

ont été menés avec des alcynes aromatiques simples (pas de substituants sur I'aromatique et s
groupement hydroxy au bout de la chaine carbonée). Korivi ainsi que R§esohtre également
qu’une imine riche en électron inverse la régiosélectivité. C’est notre cas ici et cela expliquerait le:
mauvais ratios obtenus bien que favorable au régioisomere 102a voulu.

La réaction fournit quand méme le régioisoméd@2a majoritairement mais pas dans les
proportions espérées. Le fait que le régioisoni®2b soit obtenu est peut-étre di au fait que le
groupement OH de la chaine carbonée peut se complexer sur le nickel pour former un cycle a
chainons (schéma 24).

Les deux régioisomerd®?2a etl02b sont difficiles a séparer et des conditions d’élution sur gel de
silice ont du étre trouvées afin de palier ce probléme.

Le méme type de réaction sans halogéne sur le con§®sé donnant des isoquinoléines a été
étudié par Guimond et &t La réaction se fait avec un catalyseur au rhodium et permet d’obtenir
de bons rendements. Le fait d'utiliser une imine non halogénée permet de pouvoir adapter I
synthese a beaucoup d’isoquinoléines différentes. Le probleme concerne la régiosélectivité de |
réaction puisque Guimond et al. précisent que lorsqu’un alcyne dissymétrique est utilisé, le
groupement le plus volumineux se place le plus loin de I'azote.

Les composéd02aet 102b ont été déterminés complétement par RMN a l'aide de la RMN 1H,
13C, HSQC et HMBC.
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2.2.4 Oxydation de l'alcool 102a en aldéhyde 103

OH
I
O (COcCl),, DMSO 0]
-~ A O DbipeA CHCl, —
— >
~o _N 78T, 1 N
puis TA 2h
102a 103

92%
Equation 4 : Oxydation de l'alcool 102a en aldéhyde (conditions de Swern)

L’oxydation du régioisomer&02ase fait selon les conditions classiques de I'oxydation de Swern
(Equation 4). La réaction donne 'aldéhyHe3 correspondant sans aucun probléme et avec de bons
rendements. On remarque que lors de I'oxydation d’un mélange de régioisdid2aest102h,
I'oxydation du régioisomeére 102a est plus rapide que I'oxydation du régioisomére 102b
L’oxydation du composé 102iva pas été observée dans les conditions de Swern.

2.2.5 Synthese de la nornitidine 34

AN HBr 40%, AcOH /
_N TA, 30 min

92%
Equatlon 5 : Synthése de la nornitidine 34. Cyclisation en mllleu acide
Afin d’obtenir la nornitidine34 une cyclisation en milieu acide est effectuée. Cette réaction fournit

la nornitidine 34 a partir du compsé 103 avec de trés bons rendements selon les conditions de Luo
al. (Equation 5).
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2.3 Synthese de la Norfagaronine 66

2.3.1 Synthese de I'alcyne aromatique

2.3.1.1Réaction de Sonogashira sur le bromométhoxyphénol 151

O Br Pd(PPhs).Cl, Cul
P OH
DIPA
solvant
HO 164

Equation 6 : Réaction de Sonogashira sur le bromoméhoxyphénol 151

Afin d’adapter la synthése de la nornitidid¢ a la norfagaronin@6, la réaction est menée avec le
composél151 correspondant (Equation 6). Ce produit n’étant pas soluble dans les conditions
utilisées pour la nornitiding4, plusieurs conditions (solvants, températures et temps) ont été testées
(Tableau 23).

Tableau 23 : Conditions réactionnelles
Entrée| Solvant| Conditions Résultats

1 Reflux, 2h Dégradation en compd<t
2 DMF | 85°C, 1h30 | 23% de compakgZ

3 THF Reflux, 1h3Q Produits de départ

4 DMF 85°C, 8h Produits de départ

5 DMF | TA, 24h Produits de départ

6 DMF | TA, 72h Produits de départ

Le produit voulul52 n’est obtenu qu’avec de faibles rendements (maximum 23% : entrée 2) ainsi
que la cétond 66 (Equation 6) correspondant a la dégradation suite & une hydratation en milieu
acide du compos&52 (entrée 1} Les autres conditions expérimentafés-’n’ayant pas conduit

au produitl52 voulu (entrée 3 a 6), un changement de stratégie est envisagé. En effet, le produ
utilisé comporte un phénol et celui-ci étant la seule différence par rapport a la synthese de I,
nornitidine 34, il convient de le protéger.

2.3.1.2Protection du phénol (acétyle) puis réaction de Sonogashira

Suite aux difficultés rencontrées lors de la réaction de Sonogashira sur le cadbbiosgn
groupement protecteur pour le phénol a été recherché. Le phénol peut étre protégé par Gif acétate
un benzylé®* ou un BOC* voire méme un groupe isopropyle sans entraver la réaction de
Sonogashira et sans qu’il y ait déprotection lors de celle-ci.

Le choix du groupement protecteur se porte sur I'acétate, facile a insérer et a cliver. La réaction d
protection se fait selon les conditions classiques et fournit le com&e avec un excellent
rendement (Equation 7).
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o) Br g7
- " neci e~ PA(PPha)Cl, cul O =
_ BN DIPA
—_ >
(@]

0%, 1h30 reflux, 2h o)

0 /g 0
151 95% o 167a 69% /go 1684

Equation 7 : Synthése de l'alcyne aromatique protégé par un acétate

OH

Une fois le phénol protégé, la réaction de Sonogashira avec les conditions expérimentales de Luo
al. ne pose plus aucun probleme et fournit le composé 168a avec de bons rendements (Equation 7

La cétone correspondant a la dégradation de l'alégBa n’a pas été retrouvée dans les essais faits

avec l'acétate. Cela est di aux précautions mises en place pour éviter son obtention.

2.3.1.3Protection du phénol (isopropyle) puis réaction de Sonogashira

Une réaction de protection du compd$4 a I'aide d’'un groupement isopropyle est mise en oeuvre
afin de comparer I'influence du groupement sur la synthése de la fagaronine. Cette réaction fourn
le composé 167kt le groupement isopropyle n’influence pas de maniére significative la réaction de
Sonogashira (Equation 8).

O Br /
/ IPI'BI' CH2C|2 ~ Pd(PPh3)ZC|2, Cul /O /
_ BN DIPA
- =
0]

0T, 1h30 reflux, 2h o)

151 uant. )\ 0
Q 167b 76% )\ 168b

Equation 8 : Synthése de l'alcyne aromatique protégé par un isopropyle

OH

Le composél68b est obtenu au terme des deux réactions de maniére comparable aux essal
précédents.
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2.3.2 Synthese de l'isoquinoléine 169

2.3.2.1Cyclisation avec la protection acétyle

7 _ \N/lv NiBrzdppe, Zn
+ ACN
—_—
o) ~o Br reflux, 2h

/go 168a 99

169a+169b : 92%
169a/169b : 5/4

169b

Equation 9 : Synthése de l'isoquinoléine 169a

Cette réaction s'effectue dans les conditions préalablement utilisées pour la synthese de |
nornitidine. Elle fournit deux régioisomeres dans un rapp@®a/169b: 5/4. Le régioisomér&69a

voulu est toujours majoritaire par rapport au second régioisomére 169b (Equation 9).

Hormis un rapport de régiosélectivité moins avantageux par rapport a la synthése pour la nornitidin
34, le groupement acétate ne pose aucun probleme pour le déroulement de la réaction. L'acéte
n'est pas clivé dans les conditions utilisées lors de la réaction ainsi que lors du traitement.

Les deux produitd69a etl69b sont trés difficiles a séparer comme lors de la méme étape pour la
synthese de la nornitiding4 mais des conditions d’élution sur gel de silice ont été trouvées afin
d’isoler les deux régioisoméres. Ces conditions nécessitent quand méme plusieurs colonnes et
purification reste longue. Le composé 169a est obtenu avec un rendement de 51%, le composé 16
est obtenu avec un rendement de 41%. Le rendement global de la réaction est donc de 92% et
ratio 169al169best de 5/4.

Les composés69a etl69bont été déterminés complétement par RMN a l'aide de la BWRFC,
HSQC et HMBC. La NOESY a permit de différencier les régioisomeéres entre eux.

La NOESY du compos&69a montre une corrélation entre le proton aromatiggietHes deux
protons Hs.
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0
OH \(

Figure 25 : Corrélation NOESY du composé 169a permettant d’établir la régiosélectivité de la
formation du cycle B

La NOESY du compos&69b montre une corrélation entre le proton aromatiqgestHe proton
aromatique hb.

(‘Hlo OH

Figure 26 : Corrélation NOESY du composé 169b permettant d’'établir la régiosélectivité de la
formation du cycle B
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2.3.2.2Cyclisation avec la protection isopropyle

La réaction a été menée sur le compb88b afin d’obtenir les composés9cet 169d (Equation
10).

- 1

N

\o P

e - \N/lv NiBr.dppe, Zn
+ ACN

—_—

(0] \O Br reflux, 2h

)\ 168b 99

169c+169d : 69%
169¢/169d : 75/25

169d

Equation 10 : Synthése de l'isoquinoléine 169c

Le groupement protecteur isopropyle permet d’obtenir un rapport de régioséledode69d

plus avantageux pour le compdsg9ccomparé au groupement acétate (75/25) mais un rendement
plus faible est obtenu avec le groupement isopropyl (69%). Un mode opératoire a été mis au poir
afin de séparer les deux régioisomeres avec une seule chromatographie. Cette méthode pern
d’obtenir le composd69c pur mais ne permet pas d’obtenir le compb68d seul. Le composé

169d est obtenu en mélange avec le composé.169c¢

Le composél69cest finalement purifié par précipitation dans du dichlorométhane afin d’effectuer
sa détermination RMN. Les composkg9cet 169d ont été déterminés completement par RMN a
I'aide de la RMN 1H, 13C, HSQC et HMBC. La NOESY a permis de différencier les régioisomeéres
entre eux. La NOESY du compo$69cmontre une corrélation entre le proton aromatiqsietHes

deux protons kt.

Figure 27 : Corrélation NOESY du composé 169c permettant d’établir la régiosélectivité de la
formation du cycle B
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La NOESY du compos&69d montre une corrélation entre le proton aromatiqgeetHles deux
protons aromatiques;blet Hi4 selon la position du groupe phényle dans I'espace.

Figure 28 : Corrélation NOESY du composé 169d permettant d’'établir la régiosélectivité de la
formation du cycle B

2.3.3 Oxydation de l'alcool 169 en aldéhyde 170

OH OY 0 OY

O (COCl),, DMSO o)
O DIPEA, CH,Cl, O
O

-78%, 1h30

puis TA, 2h -

© 77% ©
169a 0 170a

Equation 11 : Oxydation de I'alcool 169a par les conditions de Swern

N

/
\
z

L'oxydation du régioisomeré69a se fait selon les mémes conditions que lors de la synthese de la
nornitidine 34 (Equation 11). La réaction donne le prodlit0 correspondant avec de bons
rendements. La réaction n’est pas impactée par la présence du groupement protecteur acétyle su
molécule.

L’oxydation a été menée aussi sur un mélange des deux régioisoh®®@set169b et I'on
remarque que lors de cette réaction le régioisoni€&@a s'oxyde plus rapidement que le
régioisomere 169b

L'oxydation du composd69cne pose aucun probleme et le groupement isopropyle ne change ni
les conditions réactionnelles ni le rendement (Equation 12).
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O (cocl),;, DMSO (@]
A X o7 T o N -

-78%T, 1h30 -~
N puisTA, 2h
O = \O N
74%
169c 170b

Equation 12 : Oxydation de I'alcool 169c par les conditions de Swern

/

2.3.4 Synthése de la norfagaronine

OR
o N L
N AC|de -~ O )
N Solvant T, t \O ~N

170a . . R=H:66
Conditions expérimentales : R=Ac:171

Voir tableau ci-dessous

Equation 13 : Synthése de la norfagaronine 66 et de la norfagaronine acétylée 171

Selon les conditions expérimentales utilisées pour la synthése de la nor@didine mélange

des produitH6 et171 est obtenu (Entrée 1, Tableau 24). Plusieurs essais ont donc été mené
afin de trouver des conditions réactionnelles permettant d’obtenir soit la norfages6nsuat

le composé 171.

Le composél71l est recherché afin de pouvoir faire des essals-uh&thylation sans avoir
besoin de protéger le phénol de la norfagaroriGea nouveau. Cela permettra aussi de
comparer les activités antipaludiques de la norfagaronine 66 avec et sans protection.

Des essais en changeant la température de réaction (Entrée 2 et 4, Tableau 24) ainsi que la fo
de l'acide de Brgnsted (Entrée 3 et 4, Tableau 24) utilisé ont permis de trouver des condition
d’obtention de la norfagaronin@ avec d’excellents rendements (Entrée 2, Tableau 24).
Dautres acides tels que le TEX % l'acide méthanesulfoniqd® *** ou Ilacide
polyphosphoriqué! 1*314%nt été envisagés mais non testés au vu des résultats obtenus avec ¢

HBr 40% au reflux de I'acide acétique.

Afin d’obtenir le composél71, des essais de cyclisation en conditions aprotiques avec des
acides de Lewis ou la résine amberlyst 15 ont été éttidiéé® Seuls le FeGl (Entrée 5,
Tableau 24) et la résine Amberlyst (Entrée 6, Tableau 24) ont été testés mais n’ont pas fourni |
composé 171 voulu avec des rendements ainsi qu’une sélectivité intéressants.
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Tableau 24 : Conditions réactionnelles étape de cyclisation en milieu acide

. . .. | Rendement (%)
Entrée| Acide Solvant Condition 170 | 66| 171
1 HBr 40% Acide acétique, TA, 1h trace89 | 34
2 HBr 40% Acide acétique reflux 9Qaraces
3 H.SO, Acide acétique| TA, 1h traces30 | 25
4 H,SO, Acide acétique | reflux 75traces
5 FeC} Trichloroéthane 100°C, 1h | 54 2115
6 Amberlyst 15| Trichloroéthang 100°C, 2h| 76 13

Des conditions expérimentales ont été trouvées pour obtenir la norfagaronine 66 mais le produ
171 n’est obtenu que dans des faibles quantités et avec une pureté qui n'est pas satisfaisal

malgré les différents essais.

2.3.5 Synthese de la norfagaronine acétylée 171

g C
~o

66

_N

OH

O/

AcCl, CH.Cl,

EtaN _©
— >
0T, 1030
O

guant.

17

OO o

~N

1

Equation 14 : Synthése de la norfagaronine acétylée 171 a partir de la norfagaronine 66

Afin d’obtenir le composé71, une acétylation de la norfagaronBt est réalisée (Equation
14). Cette réaction fournit le produiZl assez rapidement avec un rendement quantitatif et

sans aucun probleme.

Les conditions de cyclisation en milieu acide de l'aldéhydéa sans perte du groupement
protecteur n’étant pas satisfaisantes, la norfagaronine acétylée est obtenue a padér eie
deux étapes. Le rendement global des deux réactions est de 90% et le produit obtenu est d'u

pureté satisfaisante.
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2.4 Dérivés de la Fagaronine et de la Norfagaronine

2.4.1 Stratégie de synthese des dérives : Voie A
La stratégie de synthése adoptée ici correspond a celle exposée précédemment (Schéma 23).

La premiéere étape consistéaalkyler la norfagaronin€6 par des chaines dibromoalcanes. Cette
étape permet d’obtenir les composés a3%0 et de protéger le phénol de la norfagaronine 66 pour
la seconde étape. Celle-ci consiste erNiméthylation des composéss8 a 160 donnant les
composesl6l al63. Cette étape permet de quaternariser la norfagarbie¢ de conférer aux
composés obtenus le groupe méthyle nécessaire aux activités biologiques de:
benzo[c]phénanthridines. La derniere étape de cette synthese est la substitution de 'atome de brol
terminal par la diéthylamine fournissant les compds#8 a150. Cette étape est envisagée en
dernier en raison de la forte réactivité des amines vis-a-vis des agents méthylants.

2.4.2 O-alkylation de la norfagaronine 66

OH (@] Br
O
/O AN O/ \[V]/n ~ AN O/
—_—
K,COj3, Acétone N
~ N TA, 24h ~o =

66 158 (n = 4) : 64%
159 (n =5): 61%
160 (n = 6) : 70%

Equation 15 : O-alkylation de la norfagaronine

Les O-alkylations de la norfagaroniné6 se font sans aucun probléeme dans des conditions
classiques d'alkylation de phénols (Equation®f5)°% 147

Les composés sont isolés apreés filtration du milieu réactionel et ensuite purifiés par simple ringag
du brut réactionnel au cyclohexane et obtenus avec des rendements tout a fait corrects variant
60% a 70%.
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2.4.3 N-méthylation des composés 171 et 66

La méthylation des composé&88 al60 est I'étape suivante. Les premiers essais de méthylation
sont réalisés sur le composé 171 disponible en plus grande quantité.

OAc
O ‘O _~ Me;SO; DIPEA  _~
~ AN (0] reflux
—_—
~
N
o
171 172

Equation 16 : N-méthylation de la norfagaronine acétylée 171

Un essai est mis en ceuvre avec le Mg\#®et une base de type amine tertiaire (DIPEA) selon les
modes opératoires décrits.?® 1% 1%pes essais sans DIPEA ont été aussi réalisés car des
problemes d’élimination de la DIPEA ont été rencontrés lors du traitement de la réaction. Les
conditions de réaction sans DIPEA ont permis un meilleur traitement de la réaction et n'empécher
pas la réaction de se faire (suivi par CCM).

Les différents essais dN-méthylation réalisés sur le produlffl n’ont soit pas fonctionné
(uniguement du produit de départ en suivi CCM) soit fourni un mélange réactionnel contenant
plusieurs produits (essai sans DIPEA). Ceux-ci ont été séparés et purifiés avec difficulté mais n’or
pas été caractérisés en raison des faibles quantités obtenues.

Le groupement acétate peut géneN{méthylation. En effet, une dégradation de celui-ci n’est pas

improbable.
Afin de vérifier que laN-méthylation est bien possible des essais sont lancés sur la norfagaronine
66, méme si la 5-méthyl-2,3,8,9-tetraméthoxybenzo[c]phénanthridine 42 peut étre formée.

OH OR

\I ! O/ Agent méthylant

66 R=H:28
R=Me: 42

Equation 17 : Méthylation de la norfagaronine 65

Les conditions réactionnelles utilisées pour les différents essais de méthylation sont regroupée
(Tableau 25).
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Tableau 25 : Essais de méthylation de la norfagaronine 66. Conditions réactionnelles

Entrée| Agent méthylant Eq. T (°C) temps| solvant conclusion
1 MeSQMe 25 | 180 24h dégradation
2 MeSQMe 25 | 180 sous | 4h 49 % de
pression rendement
3 MeSQMe 50 | 180 sous | 12h 14 % de
pression rendement
4 4-nitrobenzénesulfonate| 2 Reflux 1h Toluéne Pas de
de méthyle solubilisation
5 4-nitrobenzénesulfonate| 2 Reflux 1h Toluéne +Pas de
de méthyle Chlorobenzéne | solubilisation
6 4-nitrobenzénesulfonate| 2 Reflux 4h Toluéne +Pas de
de méthyle Nitrobenzene solubilisation
7 CRSO;Me 3 Reflux 24h Dichloroéthane Pas de réactjion

Des premiers essais teméthylation ont été lancés sur la norfagaroieavec le MeSglle sans
DIPEA (Equation 17). La fagaronin28 est obtenue avec un rendement maximal de 49% et la
méthylation sur le phénol n'a pas lieu, ce qui est di vraisemblablement a I'emploi de conditions
réactionnelles non basiques.

Des nouveaux essais ont été réalisés avec d’autres agents méthylants : le 4-nitrobenzenesulfonate
méthyle (un analogue du 2-nitrobenzénesulfonatéf®**%et le CESO;Me.**® Ces essais ont été
réalisés avec le plus grand soin car le;&kMe est tres toxique et volatil. Le 4-
nitrobenzénesulfonate de méthyle est solide et a posé probléme en raison de sa faible dissoluti
dans les solvants utilisés pour les essais (toluéne + nitrobenzene). De plus, la norfaGanoeiste

pas non plus soluble dans ces solvants.

La réalisation de I&N-méthylation de la norfagaronirg® a I'aide de MeSéMe sans solvant dans

un tube scellé reste la meilleure option méme si le rendement reste moyen.

Le groupement acétyle ayant été remis en question lors des esthaiméathylation du composé

171, des essais avec un groupement protecteur isopropyle sont envisagés. Cependa
l'isopropylation de la norfagaronir@ fournissant un meélange de deux composés avec de faibles
rendements, cet essai n'a pas été réalisé.

2.4.4 Stratégie de synthese des dérivés : Voie B

En raison des difficultés rencontrées pour obtenir la fagar@ree partir de la norfagaronire

via la N-méthylation, une nouvelle stratégie de synthése a été élaborée a partir du cbé®aosé
(Schéma 25). La méthylation des isoquinolines est largement décrite dans la littérature et se fa
sans probleme. Deux possibilités de synthése a partir du corhff®sgont envisageables : tout
d’abord la méthylation du compo%é9 donnant le compod&3 puis I'oxydation de ce dernier afin
d’obtenir le composd74 ou alors la stratégie inverse qui consiste a oxyder le prb@8iten
composeé 170 puis de méthyler ce dernier pour fournir le composé 174.

Une fois le composd74 obtenu, une cyclisation en milieu acide reste envisageable afin de
synthétiser la fagaronirizs.

Les essais de synthése seront d’abord lancés fumiathylation du composé&69a ainsi que
I'oxydation du composé méthyl€73 obtenu. Si cette voie pose probleme, la seconde voie sera
testée.
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(COCl),, DMSO
DIPEA, CHCl,

E—

-78%C, 1h30
puis TA, 2h

169a

MeX

(COCI),, DMSO
DIPEA, CHCl,

—_
-78<%C, 1h30
puis TA, 2h

170a

HBr, AcOH
reflux, 1h30

28

Schéma 25 : Nouvelle stratégie d'obtention de la fagaronir2s
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2.4.5 Synthése de la fagaronine

2.4.5.1Méthylation de I'alcool 169a

Cette étape consiste en Mxméthylation du composé69a. Ce composé est une isoquinoline
classique et 'agent méthylant le plus fréquemment utilisé dans ce cas est le Mel dapSljeaCH
température ambiante pendant 221>

OH
OAc
@] O @]
- X 0~ el CHCl, -~
N TA, 24h
\O = d \O
quant.
169a 173

Equation 18 : N-méthylation du composé 169a

Cette réaction donne le composé méthylé 173 avec un rendement quantitatif.

2.4.5.20xydation de I'alcool méthylé173

Apres avoir méthylé le compodé9a sans probleme, le but est d’oxyder le produit obtenu. Le
composél69a s’oxyde tres bien dans les conditions de Swern mais la présence de l'isoquinoliniurnr
peut poser probleme pour I'oxydation de I'alcool.

Equation 19 : Essai d’oxydation de swern du composé 173

Les essais d’'oxydation de l'alco@lr3 ont été menés selon le méme mode opératoire que pour
I'oxydation de I'alcool 169a.

Le mélange réactionnel de I'oxydation est composé de plusieurs produits difficiles a séparer el
raison de leur forte polarité. Ces produits sont obtenus en trop faibles quantités et pas assez pl
pour une caractérisation. Il y a manifestement un probléme de réactivité potentiellement d au mot
isoquinolium électrophile dans des conditions de Swern générant des intermédiaires nucléophiles.
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L’oxydation du composd 73 selon les conditions de Swern n’aboutissant pas a I'obtention du
composél74a, la seconde voie passant d’abord par I'oxydation du coni@® puis par sa
méthylation est étudiée.

2.4.5.3Méthylation de I'aldéhyde 170

L’oxydation du composé&69a se fait sans probleme selon les conditions décrites précédemment. Il
s’agit maintenant deshéthyler I'aldéhyde 170a afin d’obtenir le compdséa.

Mel, CH20|2
TA, 24h
quant.
R=Ac:170a R=Ac:174a
R =iPr:170b R =iPr:174b

Equation 20 : N-méthylation du régioaldéhyde 170a

CetteN-méthylation se fait selon les mémes conditions que pountetylation de I'alcool69a :
Mel dans CHCI, & température ambiante pendant 241>

Le composé 174ast obtenu sans aucun probleme via-ladéthylation de I'aldéhyde 170a avec des
rendements quantitatifs. Le produit brut est d’'une pureté satisfaisante.

Une fois I'obtention du composér4a mise au point, le méme protocole a été lancée afin d’obtenir
le composé 174b

Le groupement protecteur isopropyle ne change pas la réaction et celle-ci fournit le cbrdasé
partir de I'aldéhyde 170de facon quantitative.
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2.4.5.4Cyclisation acide de I'aldéhyde méthylé 174

Afin d’obtenir la fagaronin@8 a partir des compos&g4aet 174bune cyclisation en milieu acide

est lancée. Cette cyclisation est lancée selon les mémes conditions que précédemment qui c
permis de synthétiser la norfagaronéte La réaction sera suivie par CCM pour la mise au point de
la température et du temps de chauffage.

/
O™ HBr, AcOH
—

reflux, 1h30
174a:R=Ac a partir de 174a: 60% 28a
174b:R =iPr a partir de 174b : 65%

Equation 21 : Cyclisation en milieu acide. Obtention de la fagaronin28

La réaction se fait sans probléeme dans les mémes conditions de temps et de température pour
petites quantités, de l'ordre de quelques dizaines de milligrammes. Pour des quantités plu
importantes, de I'ordre de quelques centaines de milligrammes, le temps réactionnel nécessaire di
étre augmenté a 3h de chauffage au reflux de I'acide acétique.

Le traitement de la réaction nécessite une mise au point par rapport au protocole utilisé pour |
norfagaronines6, qui était extraite du milieu réationnel apres neutralisation de celui-ci & pH = 8 et
extraction de la phase agueuse obtenue par un solvant organique. La fagéBostiauet tres peu
soluble en milieu aqueux comme dans la plupart des solvants organiques, un autre protocole devi:
étre mis au point. Le milieu est donc neutralisé et chromatographié sur une résine XAD-7 pou
séparer les sels de la neutralisation de la fagard@2ine€Cette méthode est intéressante pour de
petites quantités de fagaronid® mais est assez fastidieuse pour des quantités plus importantes. De
plus, cela ne permet pas d’obtenir la fagaroriBeavec une bonne pureté et une purification
supplémentaire est requise.

Des essais de purification de la fagarorfiB8esont réalisés par chromatographie sur gel de silice en
phase inverse ou purification par chromatographie de partage centrifuge. Ces différentes méthod
ne permettent pas d’obtenir la fagarong&pure avec de bons rendements de purification. Une
purification de la fagaronin28 a partir du mélange réactionnel par précipitation dans le MeOH a
finalement donné les meilleurs résultats.

Le protocole de purification finalement retenu a été une simple filtration du milieu réactionnel
suivie du rincage du précipité a I'eau. Ce précipité est ensuite recristallisé dans le méthanol pot
donner I'iodure de fagaronirZ8 avec un rendement de 40% a partidldéa et de 34% a partir de
174h Le filtrat méthanoliqgue est composé majoritairement d’'un meélange de iodure et de bromure
de fagaronine (analyse par spectrométrie de masse).

Cette réaction permet d’obtenir la fagaron8de fagon simple et I'optimisation du traitement et

de la purification de la réaction permet de I'obtenir pure avec des rendements moyens et ce quelq
soit le groupement protecteur utilisé (acétyle ou isopropyle). Un rendement plus important en iodur
de fagaronine peut étre espérer en utilisant Hl au lieu de HBr dans la réaction.
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2.4.5.50Dbtention de la fagaronine isopropylée 175

Un essai a été lancé afin d’obtenir la fagaronine isopropylée a partir de I'aldéhydgEfjgation
22).

HBr, AcOH
TA, 1h30

75%
174b 175

Equation 22 : Cyclisation en milieu acide. Obtentiorde la fagaronine isopropylée 175

Afin d’obtenir la fagaronine isopropyléEr5, I'aldéhydel74b est mis en réaction avec de I'acide
bromhydrique. Le mélange n’est pas chauffé pour éviter la déprotection du phénol. La réaction e
rapide et fournit la fagaronine isopropylée 175 avec de bons rendements.

2.4.6 Synthese des dérivés de la fagaronine

A partir de la fagaronin@8 il faut alkyler celle-ci sur I'atome d’oxygéne porté par C-2 puis
substituer le brome par la diéthylamine. Ces deux types de réactions sont des réactions classiques
ne posent aucun probléme en théorie. Les premiers essais de réactions sont toutefois menés sul
petites quantités de produits afin de mettre au point le protocole a appliquer aux
benzo[c]phénanthridines.

2.4.6.10-alkylation de la fagaronine

Ces réactions sont lancées selon le mode opératoire utilisé po@-alkylation de la
norfagaronine 66 : avec un excés de dibromoalcane, @®Kdans de I'acétone a température
ambiante pendant 24f.10° 146151

Apres avoir remarqué que la fagaronit&n’est pas soluble dans I'acétone, un solvant susceptible
de dissoudre la fagaronir®8 a été recherché. Le DMF est le meilleur solvant pour dissoudre la
fagaronine 28 et est un bon solvant permettant les alkylations.
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OH
Br Br
M
—_—
K,COs3, DMF
TA, 48h
o8 161 (n=4)
162 (n =5)
163 (n =6)

Equation 23 : O-alkylation de la fagaronine28

Des précautions sont a prendre en raison de l'instabilité de la fagag@ere milieu basique. Le
traitement se fait par acidification du milieu et lavage pour éliminer I'agent alkylant en exces.

La réaction a été menée avec le dibromobutane et le brut réactionnel est en cours de purificatic
afin de déterminer par RMN et spectrométrie de masse le produit obtenu.

En conclusion, la fagaronine est obtenue selon une synthése adaptée de Luo. Deux groupeme
protecteurs ont été utilisés afin de débuter la synthese : acétyle et isopropyle. La protection avec
groupement acétyle permet d'obtenir un rendement global de 15% tandis que la protectior
isopropyle permet d’obtenir un rendement global de 16%. Les rendements sont similaires pour le
deux protections utilisées.

La protection avec un groupement isopropyle augmente la sélectivité de I'étape de cyclisation e
faveur du composé voull69cmais en revanche fait baisser le rendement de la réaction par rapport
a la protection par un groupe acétyle.

La synthese des dérivés de la fagaronine est en cours et les esSalkyglations de la fagaronine
sont encourageants.
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2.5 Dérivés de la Nitidine

2.5.1 Stratégie de synthese des dérives : Voie A

Une fois la nornitidine84 obtenue, I'objectif est de synthétiser des dérN«adkylés. Le but est de
remplacer le groupe méthyle de la nitidR par des chaines aminoalkyles de longueur variable et
ressemblant & la chaine aminoalkyle de la chloroquine 12.

Le but est donc de partir de la nornitidi3¥e obtenue précédemment sans probléme et d’obtenir les
dérivés grace a deux étapes : falklylation de la nornitidine 34 puis la substitution du brome par la
diéthylamine (Schéma 26).

o ° °
Y o LI o >
O N —>Br B P NN Br Br~ NHEt, \o _ N:E/]'NEtz X~
~o z B o ™~ n
34

155:n=4 145:n=4
156:n=5 146:n=5
157:n=6 147:n=6

Schéma 26 : Stratégie de synthése des dérivés de la nitidze

2.5.2 N-alkylation de la nornitidine

Afin de mettre au point le protocole dealylation de la nornitidine 34, les premiers essais ont été
menés avec le dibromobutane (Equation 24).

0 0
O OO o> Bry 1Br _O OO )
S 0
~ O _N : O N Ler BT
o o ™M
34

155:n=4
156:n=5
157:n=6

Equation 24 : N-alkylation de la nornitidine 34 avec les dibromoalcanes

Malgré de nombreux essais de butylation de la norniti8#a 'aide du dibromobutane (Tableau
26) la réaction ne fournit qu’un meélange de nornitidine 34 et de dibromobutane.

Tableau 26 : Essais dé&l-alkylation avec le dibromobutane

Quantité | Solvants Température Temps
5eq ACN reflux 24h
5eq ACN + DMF |reflux de IACN |24h
5eq CHCl3 reflux 48h
15 eq CHCl,4 reflux 48h
15 eq 60C 24h
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Suite aux échecs des essais avec le dibromobutane, d’autres produits alkylant sont recherchés. [
essais ont été menés a l'aide du diiodobutane préalablement synthétisé ainsi qu'avec un ditrifla
issu de la réaction avec le butanediol (Equation 25).

O>
O
e O X X @)
M-
~ N

X=10ou OSO,CF3

34 X= X=0S0,CF;
179a:n=4 179b:n=4

180a:n=5 180b:n=5

18la:n=6 181b:n=6

Equation 25: N-alkylation de la nornitidine 34 avec le diiodobutane ou le ditriflate de butanediol

Ces essais ne se sont pas révélés concluants et ont fourni un mélange de n@#iadetel agent

alkylant utilisé (Tableau 27). Il convient de trouver une nouvelle stratégie afin de synthétiser les
dérivés voulus de la nitidine 22.

Tableau 27 : Essais dél-alkylation avec le diiodobutane ou le ditriflate de butanediol

Agent

alkylant Quantité | Solvants Température | Temps

diiodobutane |15 eq 80T 24h

diiodobutane |15 eq 80T 48h

diiodobutane |5 eq CHCl, reflux 48h

triflate de diol | 1,1 eq | Nitrobenzéne | TA 24h

triflate de diol |5 eq Nitrobenzéne | TA 24h

triflate de diol | 5 eq Nitrobenzéene | 100C 24h
Nitrobenzene

triflate de diol |5 eq + Xyléne TA 48h
Nitrobenzéene | 150C sous

triflate de diol |5 eq + Xyléne pression 48h
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2.5.3 Stratégie de synthese des dérivés : Voie B

i
g8
Br Br
O X 0 ™,
_—
N~ N TA, 24h

103

HBr, AcOH
reflux, 1h30

@) o
DU o I
~ A ¢} NHEt, -~ X o
N NEt, X ~ /N+ Br Br-
—
~o ™ o ™

n

145:n=4 155:n=4
146:n=5 156:n=5
147:n=6 157:n=6

Schéma 27 : Nouvelle stratégie d'obtention des dérivés de la nitidine

Suite au changement de stratégie pour la synthése des dérivés de la fag@atirel succes
rencontré grace a cette nouvelle stratégie, la synthese pour les dérivés de la2diteihadaptée
selon le méme type de synthese (Schéma 27). L'agent méthylant nécessaire pour I'obtention de
fagaronine28 est remplacé par les difféerents agents alkylants nécéssaires pour obtenir les troi
dérivés voulus. Les essais sont menés avec les agents alkylants bromés.
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2.5.4 Synthese des dérivés de la nitidine

2.5.4.1N-alkylation du régioaldéhyde103

Le but de cette etape estMelkyler le compos&03 afin d’obtenir les dérivés-alkylés182 a184
a l'aide des dibromoalcanes correspondants (Equation 26).

182:n=4:34%

103 183:n=5:43%
184:n=6:41%

Equation 26 : N-alkylation de I'aldéhyde 103

Le protocole deN-alkylation de l'aldéhydel03 est tout d’abord mis au point avec le
dibromobutane. Le premier essai se fait au reflux duGGHpendant 72h. Le rendement de 34% est
moyen et la réaction peut-étre améliorée. On obtient néanmoins suffisament de J8aduatur
continuer la synthese. Les réactionsNialkylation avec le dibromopentane et le dibromohexane
fournissent les composés83 et 184 voulus avec un rendement légerement supérieur Nt la
bromobutylation.

L’optimisation des étapes suivantes se fera sur le com@#séelui-ci étant obtenu en plus grande

quantité.

2.5.4.2Cyclisation en milieu acide des aldéhydas-alkylés

Cette etape permet la cyclisation des composés 182 a 184 afin d’obtenir les dérives bromés de la
nitidine 155 a 157 (Equation 27).

Y
O (@)
HBr, AcOH -

—_—
reflux, 30min

O

155:n=4:63%
Equation 27 : Obtention des dérivés bromés de la nitidine

Les essais de cyclisation en milieu acide fournissent les composés voulus avec des rendemel
corrects. La réaction se fait donc en conditions acides mais le reflux est arrété rapidement pot
éviter la dégradation du produit de départ.
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Le composél55 est assez sensible a I'hydrolyse et des précautions doivent étre prises lors de sc
stockage (stockage au frigo sous atmosphere inerte).

A I'heure actuelle, les essais de réaction n'ont pas permis d’obtenir suffisament de cabtposé
pour continuer la synthése et commencer les essais de substitution du brome par la diéthylamine.

Les Benzo[c]phénanthridines antipaludiques d'origine naturelle : Synthése d'analogues et étude de
leur mode d'action / Introduction



RIVAUD -90 -

3 Propriétés antipaludiques, cytotoxiques et
leishmanicides

3.1 Tests antipaludiques in vitro

3.1.1 Fagaronine, dérivés et intermeédiaires
3.1.1.1Fagaronine 28 et dérives

L’activité de la fagaronin@8 est évaluée sur plusieurs souchedélciparum afin d’étudier
I'influence de la chloroquino-résistance des souches sur I'activité de la fagaronine 28 (Tableau 28).

Tableau 28 : Activité de la fagaronine sulP. falciparum

ICsq (nM)
FagaronineChloroquine
FcB1 58+3,8 89
FcM29| 11,1 +5,5
3D7 521 34,4 + 6

FcB1 : souche chloroquino-résistante, 3D7 : souche chloroquino-sensible, FCM29 : souche chloroquino-résistante
intermédiaire.

Nos résultats sur 3D7 sont plus prometteurs que ceux trouvés par Kassiff ptiafue la
fagaronine28 posséde dans ce cas une activité de 37,7 nM tandis que nos tests ont permis ¢
déterminer une activité 10 fois plus élevée (5,2 nM). La différence entre les deux échantillons de
fagaronine28 testée vient du fait que Kassim a extrait la fagaronine de Fagara zanthoxyloides
tandis que la fagaronie 28 testée dans notre laboratoire est synthétique.

La fagaronine28 montre une tres bonne activité antipaludiquevitro sur P. falciparum Ces
activités sont suffisamment intéressantes pour qu’un test antipaludigu sur des souris soit
envisagé pour la fagaroni@8 ainsi qu’'une étude d’affinité de I’'heme et de colocalisation dans le
parasite.

La cytotoxicité de la fagaronir28 a été évaluée (Tableau 29) et les résultats montrent une toxicité
moindre de la fagaronine 28 sur VERO.

Tableau 29 : Activité cytotoxigue de la fagaronine
1Csc (M)
VERO > 21

Grace aux valeurs trouvées pour la fagarordBie, des indices de sélectivité (IS) peuvent étre
calculés :

Tableau 30 : Indices de sélectivité de la fagaronine 28

IS (VERO/FcB1) | 2500
IS (VERO/FcM29) | 1400
IS (VERO/3D7) | 3500
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Les indices de sélectivité montrent deux choses importantes.

La fagaronine28 posséde un trés bon indice de sélectivité antipaludique par rapport a sa
cytotoxicité. La fagaronin@8 est donc beaucoup efficace sur les parasites du paludisme qu’'elle
n'est cytotoxique sur cellules saines.

Il est important d’évaluer maintenant 'activité antipaludiguevivo de la fagaronin@8 afin de
déterminer si la fagaronine 28 peut étre utilisée pour combattre le paludisme chez 'homme.

Quelques produits proches de la fagaronine au niveau structural ont été testés sur FcB1 et sur
VERO (Tableau 31).

Tableau 31 : Activités antipaludiques de quelques composés

1Cs0 (LM)
Composé FcB1| VERO
Norfagaronineég6| 11,6/ < 3,0
composél71 6,4 <27
COmMpOosSEL7E 4,8

Les activités de la norfagaroni®é et du compos&71 montrent I'importance du groupe méthyle
sur I'atome d’azote aromatique pour l'activité antipaludique. En effet, la quaternarisation de la
norfagaronine 66 permet d’augmenter fortement I'activité.

L’activité antipaludique du produil75 montre une importance certaine du phénol puisque la
substitution de I'atome d’hydrogene par un groupement isopropyle fait diminuer I'activité du
composé de plusieurs ordres de grandeur. Cette activité est également faible par rapport a I'activi
de la nitidine. L'encombrement du groupement substituant le phénol serait alors délétere a I'activite
antipaludique.

La norfagaronines6 et le produitl7l montrent une certaine toxicité sur VERO. Ces résultats
permettent de calculer les indices de sélectivité (VERO/FcB1l) de ces deux composeés. L.
norfagaronineg6 et le compos&71 ont un indice de sélectivité inférieur respectivement a 0,25 et
0,47. Ces deux composeés sont respectivement 4 et 2 fois plus toxiques qu’antipaludiques.
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3.1.1.2Intermédiaires de synthese

Les intermédiaires de synthése de la fagaronine 28 et de ses dérivés ont été testés sur FcB1 (Tabl
31).

Tableau 32 : Activités antipaludiques des intermédiaires de synthése de la fagaronine
FcB1 VERO IS (VERO/FcB1
Composés | Clsg (uM) | Clsg (M)

Fagaronin€8 (5,8 (nM) | > 21 2500
composél69e 67,9 25,2 0,4
composéLeot (57,9 65,4 1,1
composél70¢ | 30,4 15,2 0,5
composél7: 142,8 >185,4 | >1,3
composél74¢ (10,2 94,9 9,3

composél74k| 3,9

composélse | > 21,3
composéls9 | > 20,6
composéle0 | > 20,1

Les intermédiaires de synthese ne montrent pas des activités tres intéressantes mais cela peut n
permettre d’étudier la relation structure-activité.

Les deux régioisomereba etl69b ont une activité similaire, on en conclut donc que la position
du cycle aromatique et de la chaine éthanol sur lisoquinoline n’influe pas sur I'activité
antipaludique.

L'influence de laN-méthylation de la quinoline reste trés variable puisqu’elle diminue I'activité
antipaludique du composEr3 par rapport a l'alcodl69a tandis qu’elle augmente l'activité des
composés 174a et par rapport a celle de I'aldéhyde 170a. Ces changements d’activités sont toutef
faibles puisque les ordres de grandeurs des activités sont assez similaires.

L’oxydation de 'alcool 169 donnant le composé 170a permet d’augmenter I'activité antipaludique.
Une augmentation significative de I'activité du composé 169a par la combinaison de I'oxydation de
I'alcool et de la N-méthylation de la quinoline donnant le composé tiédaala Ciy est 10 fois

moins élevée que celle du composé 169a.

Ces composeés ont aussi été testés sur VERO et leurs indices de sélectivité ont été calculés. C
COMpOSES ne sont pas trés antipaludigues et ne sont pas trés sélectifs par rapport a leur toxicité.

Trois composés dérivés de la norfagaroréee les composéss8, 159 et 160 ont été testés sur
FcB1 afin de voir si I'ajout d’'une chaine bromoalkyle sur le phénol de la norfagaronine changeait
son activité antipaludique. Le compo$88 a montré lors d’'un test une activite vitro sur P.
falciparumintéressante de 1;@M malheureusement ce résultat n'a pas pu étre confianéles

tests ultérieurs suk58,159 et160. Les composés dérivés de la norfagaroGéayant une chaine
bromoalkyle ne sont pas de meilleurs antipaludiques que celle-ci.
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3.1.2 Dérivés de la nitidine et intermédiaires de synthese

Un dérivé bromoalkyl55 de la nitidine a été testé sur la souche FcBA. d@ciparumafin de voir

si un changement de groupement sur I'atome d’azote aromatique permet de voir une différenc
significative de l'activité antipaludique. L’aldéhyd®3 ainsi que son dérive, le compdst8 ont

été aussi testés. Les deux alcools 102a et d@Rbussi été testés sur FcB1 et VERO (Tableau 33).

Tableau 33 : Activités antipaludiques de composés dérivés de la nitidine

VERO |SI

FcB1 Clso (VERO/FcB1)
Composeés | Clsg (uM) | (uM)
102a 26 11,3 0,4
102b 73,6 1754 | 2,4
103 8,5
183 12,0
155 0,5
Nitidine ClI
22b 0,7+0,2 | 23,4+333,4

Les activités des deux composE32 ne sont pas trés intéressantes et ceux-ci ne présentent pas
d’intérét antipaludique et leurs indices de sélectivité montrent qu’ils n'ont pas une activité
intéressante par rapport a leur toxicité.

L’oxydation de I'alcool102a en aldéhyd&03 permet de réduire la 4gld’un facteur 10 et donc
d’augmenter I'activité antipaludique. Le fait d’ajouter une chaine bromoalkyle et plus précisément
bromopentyle sur 'atome d’azote aromatique de I'aldélyaR: afin d’obtenir le composk83, ne
change pas l'activité antipaludique. Les activités des com{d@3et183 sur la souche FcB1 sont
similaires.

La cyclisation du composEB3, permettant d’obtenir le produdib5, augmente fortement l'activité
antipaludique en diminuant la 4ld’un facteur 100 malheureusement seul un seul test a été mené
sur ces deux composés ne permettant pas de vérifier la reproductibilité des valeurs. Les del
produits n’ont pas été testés sur VERO ne permettant pas de calculer leur index de sélectivité.
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3.1.3 Comparaison fagaronine / nitidine

La fagaronine28 a une activité plus importante gurfalciparumque la nitidine22, on va étudier
les activités de ses dérivés par rapport aux activités des dérivés de la nitidine afin de voir s’il en e
de méme pour ceux-ci.

Tableau 34 : Comparaison des séries fagaronine et nitidine

Série Fagaronine Série Nitidine

Composé | G (uM) Indice Indice ICs0 (LM) Composé
Sélectivité Sélectivité

Fagaroning FcB1:5,8 £ 3,8 | VERO/FcB1 VERO/FcB1 FcBl1:0,7 Nitidine

28 nM > 3600 33,4 0,21 22

FcM29:11,1+ | VERO/FcM29 | VERO/FcM29 | FcM29: 0,47
5,5nM > 1900 49,8 +0,06

Fagaroning FcB1 : 4,81

iPr 175

169a FcB1: 67,93 VERO/FcBl1 | VERO/FcB1 FcB1: 26 102a
0,37 0,43

169b FcB1 : 57,87 VERO/FcB1 | VERO/FcB1 FcB1: 73,57 102b
1,13 2,38

170a FcB1 : 30,35 VERO/FcB1 FcB1:8,54 103
0,5

174a FcB1:10,24 VERO/FcB1
9,27

174b FcB1: 3,92

FcB1:12,04 183
FcB1:0,49 155

La fagaronine28 est trés active comparée a la nitid# (100 fois plus) ce qui avait déja été
remarqué. L'activité du composkr5 sur FcB1 permet de poser I'hypothése de l'importance du
phénol dans I'activité de la fagaroni@8. En effet, la nitidin@2 ne posséde pas de phénol et la
fagaronine perd son activité lors qu’elle est isopropylée.

Les alcoolsl02aet 169asont les deux régioisomeres voulus lors de la cyclisation au nickel. On
remarque que leurs activités sur FcB1 ainsi que leurs indices de sélectivité ne sont pas bons. |
effet, les alcoolsl02a et169a possedent des indices inférieurs a 1 et sont donc plus toxigques
gu’antipaludiques.

Les alcools102b et 169b ont des activités similaires a leurs homologdi62a etl69a. Leurs
sélectivités sont toutefois meilleures car leurs indices sont supérieurs a 1 mais la sélectivité n
permet pas d’en faire des composés intéressants.

L’aldéhydel03 possede une activité légérement plus importante que 'aldéf@demais ces deux
COmposeés ne sont pas trés antipaludiques. L'aldéhy@a ne posséde pas non plus une bonne
sélectivité antipaludique.
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3.2 Tests de cytotoxicité sur cellules cancéreuses in vitro

Les tests de cytotoxicité des différents composés ont été menés sur la lignée cellulaire MCF7. Cet
lignée cellulaire est une lignée de cellules tumorales mammaires.

Les tests cytotoxiques ont été menés sur plusieurs composes. Certains composés qui n'ont
montré d’activité antipaludique n’ont pas fait I'objet de tests cytotoxiques.

3.2.1 Fagaronine et dérivés

L’activité sur cellules cancéreuses de la fagaronine 28 est déterminée.

Tableau 35 : Activité cytotoxique de la fagaronine sur cellules cancéreuses
1Csc (UM)
MCF7 9,22

La fagaronine 28 montre une activité sur cellules cancéreuses MCF7 modérée.
Les activités de certains composés proches de la fagaronine 28 sont évaluées (Tableau 36).

Tableau 36 : Activité cytotoxique de quelques composés sur cellules cancéreuses

Souche<ls (uM)
Composeés MCF7
Norfagaronine6 <2,98
composél71 4,5
composeé 169a 55,35
compose 169b 35,22
compose 170a 12,64
compose 173 >185,40
composé 174a 63,27

Les composés testés ne sont pas tres actifs sur la souche MCF?7.

Seule l'activité de la norfagaronir@ meériterait d’étre déterminée avec plus de précision afin
d’évaluer réellement son activité sur les cellules cancéreuses MCF7.

Il est a noter que la norfagaronié a été testée sur des cellules HeLa S3 par Nakanishi et al. et ne
s'est pas montrée activé’>
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3.2.2 Dérivés de la nitidine

Tableau 37 : Activités sur MCF7 des alcools 102
MCF7
Composés | Clsg (uM)
composél02e 11,32
composél02k| 101,87

Parmi les dérivés et intermédiaires de la nitidine, seuls les alt0d&s et102b ont été testés sur
MCF7. Ces deux composés ne possedent pas de bonne activité sur cellules cancéreuses.

Il serait intéressant de tester d’autres composés parmi les intermédiaires de synthese et les déri
de la nitidine sur les cellules cancéreuses MCF7 afin de déterminer leur potentiel anticancéreux.

3.3 Activité antipaludigue de la fagaronine 28 in vivo

Les tests antipaludiqués vitro pour la fagaronin@8 montrant une trés bonne activité et une bonne
sélectivité antipaludique, un teist vivo sur des souris parasitées Patergheiest donc effectué
suivant le protocole classique du test de Pétars.

Trois concentrations de fagaronid® sont testées 2.5 mg/kg/j, 5 mg/kg/j et 10 mg/kg/j ainsi qu’un
témoin positif (CQ 10 mg/kg/j) et un témoin négatif (DMSO).

Les souris sont infectées a JO puis traitées a JO, J1, J2 et J3. Des frottis sont faits & J4 pour évalue
parasitémie moyenne de chaque groupe de souris et ainsi déterminegg the eEfagaronine 28a.

Tableau 38 : Test 1 de la fagaronine 2i vivo

Parasitémie Inhibition
Dose moyenne parasitémie
(ma/ka/) | a4) Ecart-type | (%)
DMSO 70,8 8,3
CcQ 10 1,4 0,6 98,0
F2,5 2,5 39,2 10,5 44,6
F5 5 25,2 7,1 64,4
F10 10 38,3 12,1 45,9

L'inhibition de la parasitémie d’'un lot donné représente I'écart en pourcentage entre la parasitémi
évaluée chez le lot de souris traitées par du DMSO (témoin négatif) et la parasitémie évaluée che
le lot de souris considéré.
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Figure 29 : Inhibition de la parasitémie en fontion de la dose de produit (test 1)

Lors de ce test, une action de la fagarordiieest remarquée mais les résultats ne permettent pas
d’évaluer cette action correctement. En effet, I'action de la fagar@8imeigmente avec la dose de

2,5 mg/kg/j @ 5 mg/kg/j mais diminue ensuite. Etant donné les résultats, un deuxieme test es
nécessaire afin de confirmer I'action antipaludique de la fagaronine 28 et de détermingy. sa DE

La survie des souris est suivie pendant plusieurs jours aprés la fin du traitement (jusqu'a J1!

(Figure 30).
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Figure 30 : Etude de la survie des souris apres traitement par la fagaronine 28a

L’étude de la survie des souris montre un léger effet de la fagaronine sur la survie des souris
notamment a 5 mg/kg/j, cependant on constate que les souris sont toutes mortes a J15, méi
lorsqu’elles sont traitées avec 10 mg/kg/j de chloroq@itheOn peut conclure que le plasmodium
utilisé était particulierement virulent (injection de 2 X p@rasites).
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Un second test antipaludique de la fagaron2®in vivo est effectué avec quatre doses de
fagaronine28 (1 mg/kg/j, 2,5 mg/kg/j, 5 mg/kg/j et 10 mg/kg/j), deux doses de chlorogife et

10 mg/kg) afin de déterminer les REle deux produits ainsi que 2 témoins négatifs (un DMSO et
un sans traitement).

Ce test differe du premier test par I'especeldsmodiumnjecté P. vinckei pettejiainsi que par

la quantité de parasites injectés®p@rasites soit 20 fois moins que lors du premier test).

Tableau 39 : Test 21 de la fagaronine 2@ vivo

Dose Parasitémie | Ecart- Inhibition
(mg/kg) | moyenne type parasitémie
Non traité 36,8 9,1
DMSO 37 8,7
CQ1 1 35,8 7,1 3,2
CQ 10 10 1,9 2,5 94,9
Fi1 1 35,2 7,8 49
F25 2,5 27 13,7 27,0
F5 5 16,7 10,1 38,1
F 10 10 2,3 3,3 91,5

L’inhibition de la parasitémie est la aussi déterminée a partir de la parasitémie moyenne du témoi
DMSO.

Inhibition de la parasitémie par trois doses de fagaronine

120

100 T

. /
/ —&— Fagaronine

) %’ —i— Chloroquine

20

A7

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Doses (mg/kg/j)

80

Inhibition parasitémie (%)

Figure 31 : Inhibition de la parasitémie en fontion de la dose de produit (test 2)

Les résultats de ce test sont plus cohérents et sont exploitables pour déterminegydies IBE
fagaronine28 et de la chloroquind2. La fagaronine28, possede bel et bien une action
antipaludique in vivo, confirmée par ce deuxieme test.

La DEsp de la fagaronin@8 est évaluée a 6 mg/kg/j tandis que celle de la chlorod@imst de 5,5
mg/kg/j. La valeur de la Dfg de la chloroquinel2 correspond a la littérature ce qui permet de
valider I'étude de I'action antipaludique de la fagarorfien vivo. La fagaronin@8 possede une
trées bonne action antipaludique in vivo avec ung@E I'ordre de celle de la chloroquine 12.

La survie des souris a été suivie pendant plusieurs jours apres la fin du traitement.
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Survie des souris apres traitement par la fagaronine et
la chloroquine

6
——F1
= F25
5 Z Sm— S
—e—F5
0]
g4 F10
E
2 cQ1
33 —%—CQ10
(]
©
o ——DMSO
g 2 ¢
S \ \ —— Non traité
1 \ \‘
0 T T T T T T T T T Ll ™
8 9 10 11 1

2 13

Figure 32 : Etude de la survie des souris apres traitement par la fagaronine 28

L’étude de la survie des souris révéle plusieurs choses.

Tout d’'abord, les souris traitées par la dose de 10 mg/kg de faga&shise comportent de la
méme maniére que les souris traitées par la dose de 10 mg/kg de chloidjuieer survie est
similaire.

Les souris non traitées ou traitées par des doses faibles de fagaronine, chloroquine ou par du DMS
meurent assez rapidement révélant une activité moindre de la fage28rant mg/kg tout comme

la chloroquine 12 a la méme dose.

Un troisieme groupe de souris, celles traitées par des doses intermédiaires (2,5 et 5 mg/kg)
fagaronine28, possede une survie différente. Une partie des souris meurt assez rapidement puis le
nombre se stabilise. La encore, on observe un effet dose de la fagaronine 28.

Ce deuxiéme test confirme donc l'intérét de la fagaro@®eomme antimalarique en montrant
pour ce produit une activiié@ vivo équivalente a celle de la chloroquirietant en termes de

que de survie des souris traitées. On constate également que la faga®maepose aucun
probleme de toxicité immeédiate aux doses utilisées. Il serait intéressant d’effectuer un test avec d
doses plus élevées pour éventuellement observer une élimination totale de la parasitémie.
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3.4 Tests leishmanicides in vitro

3.4.1 Généralités

La leishmaniose est une maladie chronique a manifestation cutanée et/ou viscérale due a d
protozoaires appartenant au gehsshmania et transmise par la piqire de certaines especes de
phlébotomes. C’est une zoonose commune au chien et & 'lhomme. Il existe une trentaine d’espec
infectant les mammiféres dont plusieurs peuvent éte transmises a I’lhomme.

Il existe différents types de leishmanioses amenant des manifestations cliniques allant d’affectiol
cutanées résorbables a des infections viscérale fatales en passant par des exacerbatic
inflammatoires causant de graves défigurations. Les différents types de leishmanioses sol
retrouvés dans les régions tropicales et subtropicales ainsi que sur le bassin méditérranéen.
leishmaniose viscérale touche a 90 % le Bangladesh, le Brésil, I'ilnde, le Népal et le Soudan, le
pays les plus touchés par la leishmaniose cutanée sont I'Afghanistan, I'Algérie, le Brésil, I'lran, le
Pérou, I'Arabie Saoudite et la Syrie. La leishmaniose mucocutanée se retrouve principalement a
Pérou, en Bolivie et au Brésil.

Le parasiteLeishmania a besoin de deux hétes pour se développer: le phlébotome et ur
mammifére. Chez le moustique, on retrouve une forme du parasite appelé promatisgote qui vit dar
un milieu extracellulaire tandis que chez le mammifere, les promatigotes se transforment er
amastigotes axéniques afin de vivre dans un milieu intracellulaire une fois phagocytés par le
macrophages.

Les benzo[c]phénanthridines n’ont pas été beaucoup étudiées comme leishmanicides naturels. |
effet, seules deux publications ont été répertoriées, I'une sur des dérivés naturels de |
dihydrochélérythrin®® tandis que l'autre porte sur des benzo[c]phénanthridines ayant des activités
sur le modéle promastigote de la leishmantdse.

Les produits testés au cours de ce travail ont été évalués tout diabatd sur amastigotes
axéniques et sur macrophages péritonéaux de souris afin d’évaluer leur activité sur le parasite
leur index de sélectivité. Ensuite les produits les plus actifs seront évalués sur amastigote
intramacrophagiquesn vivo, les produits les plus actifs seront testés sur des souris infectées par
Leishmania amazonensis
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3.4.2 Activité leishmanicide sur amastigotes axéniques et macrophages

Plusieurs benzo[c]phénanthridines, naturelles ou synthétiques, ont été testdessisnmania
amazonensisLes Clg, Clsp et Cho ont été déterminées. Seules lego@bnt présentées. Certaines
benzo[c]phénanthridines ont été testées mais ne sont pas du tout actives, elles ne sont donc |
présentes dans le tableau suivant. Les benzo[c]phénanthridines, testées sur les amastigo
axénigues, ont été testées sur les macrophages afin de déterminer leur cytotesddd;, et

DTso (doses tolérables) ont été déterminées. Seules lgssbrit présentées (Tableau 40).

Tableau 40 : Tests leishmanicidé vitro (amastigotes axénigues et macrophages) des benzo[c]phénanthridines

Amastigotes axéniques | Macrophages
Composé Clso (UM) DTgo (UM) IS (DT5o/Clsg)
Nitidine CI 22 04+0,1 4,9+0,2 11,2
Fagaronine | 28 0,4+0,1 195+0,8 54,2
Chélérythrine Cl 23 | 0,02 + 0,005 3,0+£0,05 148,5
Fagaridine Cl 31 0,46 + 0,16 189+1,2 41,1
Avicine Cl 03+0 25,6 +0,4 94,8
Composé 155 15+£0,2 1,9+0,09 13
Composé 158 101,8+2,9 40,2+3/4 0,4
Composé 159 > 100 14+2.2
Composé 160 > 100 201,7
Norfagaronine 66 | > 150 1252+7,0
Composé 171 > 130 244,9+£14,9
Nornitidine 34 > 150 > 300
Composé 103 12,3+24 535+2.7 4,3
Amphotéricine B 0,2 +0,02 4,2+0,2 26,1

Les résultats présentés montrent I'importance de la quaternarisation de I'azote aromatique puisqt
les benzo[c]phénanthridines les moins actives sont celles dont 'atome d’azote n’est pas quaternai
(composésl58, 159,160, 66, 171 eB4). Seule la Gh du composél58 est calculée et elle est
beaucoup plus élevée que celle des autres composeés testés. Les c8h@EHES 1 et160, non

actifs sur la leishmaniose, ne possédent ancune cytotoxicité envers les macrophages. Ces que
composeés n’'étant pas du tout actifs sur les amastigotes axéniques, ils ne sont pas intéressants [
des tests sur des macrophages infectés par la leishmaniose. Les cdripat@59 possedent une
toxicité moyenne et ne sont pas intéressant non plus contre la leishmaniose.

Parmi les benzo[c]phénanthridines quaternaires, la moins active est le Nidniggnobutylé de la
nitidine 155 tandis que la plus active est la chélérythBBeavec une G§ de I'ordre de 20 nM. La
fagaronine 28, la nitidine 22, la fagaridine 31 et I'avicine ont, pour leur part, une activité similaire.
Le composél55 ne posséde pas un bon indice de sélectivité ni une bonne activité leishmanicide
donc celui-ci ne sera pas testé sur les macrophages infectés.

La fagaronine28, la fagaridine31, l'avicine possedent des ByTdix fois supérieures a celle de
I'amphotéricine B, le composé de référence. Les indices de sélectivité de l'avicine et des composé
28,31 montrent une bonne sélectivité leishmanicide et font de ces composés de bons candidats pc
des tests sur macrophages infectés.

La chélérythrine23 montre un trés bon indice de sélectivité leishmanicide et sera testée sur les
macrophages infectés. L’indice de sélectivité de la niti@benontre que celle-ci n’est pas tres
sélective mais en raison de sa trés bonne activité celle-ci sera testée aussi sur les macrophat
infectés.
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Plusieurs intermédiaires de synthése ont été testés, principalement des isoquinolines et d
isoquinoliniums. Les tests biologiques sur les intermédiaires ne permettent pas pour la plupal
d’obtenir des Gh car les composés ne sont pas actifs aux doses testées. Seuls les résultats pour
composé 103 ont permis d’obtenir sorLCl

Le composé€l03 ne possede pas une bonne activité sur la leishmaniose maissgaubTes
macrophages est 10 fois supérieure a celle de 'amphotéricine B. Son indice de sélectivité de 1,=
n'en fait toutefois pas un bon composé leishmanicide car il n'est pas assez sélectif de I
leishmaniose.

Ce compose ne sera pas testé sur les macrophages infectés par la leishmaniose.

3.4.3 Tests leishmanicides sur les macrophages infectés

Cing benzol[c]phénanthridines ont été testées sur les macrophages infettéarpazonensisla
nitidine 22, la chélérythrine 23, la fagaronine 28, la fagaridine 31 et l'avicine.

Apres avoir infecté les macrophages paramazonensjsla réduction de l'infection est évaluée
(RI).

Tableau 41 : Réduction maximale de l'infection sur macrophages infectés
Rl maximal %
(concentration
utilisée en
Composé et numéro | uM) Clso (UM)
Nitidine CI 22177,3(2,6) 1,6+0,8
Chélérythrine 23/84,4 (2,6) 0,5+0,0
Fagaronine | 28 52,9 (10,5) 10,0+0,4
Fagaridine 31/41,3(13,6) ND
Avicine 35,2 (13,6) ND
Amphotéricine B 96,6 (2) 0,4 + 0,07

Seuls trois composeés testés, la nitidR® la chélérythrine23 et la fagaroniné€28 réduisent
I'infection de plus de 50% ce qui permet de déterminer legs. Eh effet, la nitidine22 et la
chélérythrine23 réduisent I'infection des macrophages de plus de 75% a une concentration donnée
La fagaronine28 est moins active et ne réduit pas cette infection de plus de 55% aMJ0,5
L’avicine et la fagaridine 31 ne réduisent pas de facon considérable I'infection des macrophages.

La nitidine 22 et la fagaronine 28 ne seront pas testées in vivo en raison de trop faibles quantités
disponibles. Seules la fagaridine 31, la chélérythrine 23 et I'avicine seront testées car elles sont
disponibles en quantité suffisante pour permettre des tests in vivo.
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3.5 Tests biologiques leishmanicides in vivo

Les tests leishmanicidan vitro sur des amastigotes axéniques et sur des macrophages infectés
étant prometteurs pour quelques benzo[c]phénanthridines, demtests sur des souris infectées

par L. amazonensgont donc meneés.

Les benzo[c]phénanthridines testées sont la chélérytBBné&avicine et la fagaridin@1. A ces

trois composés s’ajoutent le glucantime, composé control positif, et un control négatif c’est-a-dire
sans traitement.

Les tests se font a une dose définie et identique pour chaque composé, celle ci est de 5 mg/kg.

Le testin vivo contre la leishmaniose est plus long que celui contre le paludisme. Les souris son
infectées la premiere semaine, le traitement commence une semaine apres linfection et les sou
sont traitées deux fois par semaine pendant trois semaines. Le traitement s’effectue en intralésior
sur une des deux pattes infectées (la droite). Les charges parasitaires sont évalU8€éetdda3
6°"°semaine aprés le début du traitement.

Pour chaque produit testé, est mesuré le poids de tissu infecté (PTIl) en mg, la charge parasita
totale (CPT) *18 et ce pour chacune de deux pattes infectées. Afin de mieux représenter I'évolution
de linfection, les résultats présentés ici sont la charge parasitaire / le poids de tissu infect
(CPT/PTI) ainsi que le ratio de ce nouveau résultat par rapport au contréle négatif.

Tableau 42 : CPT (*106) / PTI (mg). Testén vivo antileishmaniose
Charges parasitaires (*10°) / poids des tissus (mg)
PG 3sem | PG 6sem | PD 3sem PD 6sem

ChélérythrineCl| 12+06 | 6,7+16 | 06+0,1 6,8+0,3

composés

Fagaridine CI 1,1+0,3 85+21 0,3+0,1 40+05
Avicine ClI 1,2+0,4 7,1+0,3 1,0+0,4 | 10,3+0,4
Glucantime 0,8+0,1 7,2+0,5 0,0+£0,1 0,3+0,4
Controle 0,7+0,1 8,7+06 | 0,7+0,1 9,7+0,7

(PG : patte gauche, PD : patte droite)

La patte gauche qui n'est pas traitée montre I'évolution de la leishmaniose en fonction du temp
lorsqu’aucun traitement n’est appliqué. Cette patte sert de témoin pour vérifier I'activité des
produits.

La patte droite, traitée par injection dans la lésion, montre I'activité du produit utilisé pour le

traitement au cours du temps.

L’avicine ne réduit pas l'infection. En effet, trois semaines aprés le début du traitement la charge
parasitaire sur le poids tissulaire ne diminue pas de facon significative et celle-ci augmente mém
au bout de six semaines apres le début du traitement.

La chélérythrine23 diminue de moitié I'infection trois semaines apres le début du traitement mais

son action ne dure pas dans le temps puisqu’au bout de six semaines apres le début du traitemen
charge parasitaire sur le poids tissulaire pour la patte droite (traitée) est identique a celle de la pat
gauche (non traitée).

La fagaridine31 possede une bonne action leishmanicide puisqu’au bout de trois semaines apres |
début du traitement, I'infection réduit de plus des deux tiers et que celle-ci augmente au bout de si
semaines apres le début du traitement mais reste tout de méme nettement inférieure a I'infection s
la patte non traitée (deux fois moindre).
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Le glucantime étant un composé de contrdle positif, il permet une vérification sur la viabilité du test
réalisé. Ce test montre bien que le glucantime possede une forte action leishmanicide et ce méme
bout de six semaines.

Le ratio des charges parasitaires rapporté au poids tissulaire des produits testés sur le contre
négatif permet de mettre en évidence 'action des composes.

Tableau 43 : ratio activité par rapport au contrdle négatif. Testsn vivo antileishmaniose

. Ratio de I'activité par rapport au contrble négatif
COMpPOSEs
PG 3sem | PG 6sem | PD 3sem | PD 6sem
Chélérythrine CI 1,8 0,8 0,9 0,7
Fagaridine ClI 1,6 1,0 0,5 0,4
Avicine ClI 1,9 0,8 15 1,1
Glucantime 1,2 0,8 0,1 0,0

Le ratio s’interprete facilement puisqu’une valeur supérieure ou
actif in vivo contreL. amazonensitandis qu’une valeur inférieure
Vivo contre L. amazonensis

gale a 1 montre un composé no
1

é
a 1 montre un composéiactif

Les ratios confirment les précédents résultats. L'avicine n’est pas aotivévo contre la

leishmaniose, la chélérythrir8 est active mais faiblement, la fagaridBie est active de fagon
plus importante que la chélérythri@8. La fagaridin€81 est un bon leishmanicidge vivo mais est

moins active que le glucantime utilisé comme composé de référence actif.

Le graphique ci-dessous représente I'évolution de la charge parasitaire par rapport au poids du tis
sur la patte traitée en fonction du temps selon le produit testé. Il permet de mieux visualiser le
résultats.

Ratios de charges parasitaires par rapport au contrdle

2,0

1,5 -|-

Ratio

M PD 3sem

M PD 6sem

I

Glucantime

Avicine Cl

Chélérythrine Cl

Fagaridine Cl

Traitement intralésionel

Figure 33 : Graphique des ratios des tesis vivo leishmanicide

De toutes les benzo[c]phénanthridines testées contre la leishmaniosgo et in vivo, la
chélérythrine23 se trouve étre la plus activevitro tandis que la fagaridingl est la plus activim
Vivo.
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3.6 Conclusions sur les tests biologiques

La fagaronine28 est un trés bon antipaludiqurevitro ainsi quen vivo sur des souris puisque ses
activités sont comparables a celles de la chlorodl2n&a cytotoxité faible en fait un composé tres
intéressant pour combattre le paludisme mais des tests supplémentaires sont nécessaires. En effe
convient de déterminer la R de la fagaronin8 pour une injection par voie intra-péritonéale
ainsi que la voie d’absorption la plus appropriée (voie orale, voie intraveineuse, intrapéritonéale)
En effet, la fagaronin28 posseéde une tres bonne activité antipaludique mais cette activité peut étre
améliorée selon le mode de traitement.

Plusieurs composés apparentés aux benzo[c]phénanthridines ont été testés contre la leishmanic
Ceux-ci étaient pour la plupart d’origine naturelle et isolés de plantes mais d’autres étaient de
intermédiaires de synthése dans I'obtention de la fagaronine et de ses dérivés. Parmi tous c
composes testés, deux se sont démarqués des autres. La chélé?gpme sa bonne activité
antileishmaniosén vitro et la fagaridine81 pour sa bonne activiié vivo. Il serait intéressant de
tester la nitidine22 et la fagaronin@8 contre la leishmaniosi vivo afin de déterminer leur
potentiel leishmanicide sur un modéle murin.

Il est intéressant de noter que les deux benzo[c]phénanthridines actives sur la leishmanios
possedent toutes deux des groupements substituants aux mémes positions sur le cycle A
squelette. A contrario, la fagaroni®8 et la nitidine22, qui ont une bonne activité contre le
paludisme, ont une activité moindre contre la leishmaniose. Leurs groupements substituants sur
cycle A ne sont pas au méme endroit que ceux pour la fagaridine 31 et la chélérythrine 23.

Il serait intéressant de voir si les composés fagarigtinet chélérythrin@3 n’agissent pas sur une
cible enzymatique particuliére du parasite L. amazonempigquant ainsi leurs bonnes activités par
rapport a celles de la nitidine 22 et de la fagaronine 28.
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4 Etude du mode d’action de la fagaronine

4.1 Etude d’affinité avec I'heme

Afin de déterminer le potentiel inhibiteur de la fagaron2& vis-a-vis de la détoxification de
I’'hnéme, une étudm vitro de l'interaction de la fagaronir&8 avec 'héme a été menée. Cette étude
a eété menée en parallele avec la chloroguthpour valider les essais. Elle permet de déterminer la
géométrie du complexe heme-fagaron2@&formé ainsi que d’évaluer la constante de dissociation
de ce complexe.

Les manipulations de titration de I'hnéme par la chloroquiBeet par la fagaroning8 ont été
réalisées dans un mélange eau/DMSO tamponné a pH 7 suivant le protocole classique décrit p
Egan’®* Les manipulations ont été réalisées trois fois de maniére indépendante (Figure 34).
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Figure 34 : Courbes de titration de I'héme par la fagaronin8

La titration de I'hnéme par la chloroquine a 20°C fournit de bons résultats quasi-identiques a ceu
décrit par Egan a 25°C (Figure 35).
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Affinité avec I'heme : titration par la fagaronine et la chloroquine
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Figure 35 : Titration de I'héme par la chloroquine 12 et la fagaronine 28

Les courbes de titration ont été analysées par le logiciel de modélisation specfit. La stoechiométri
trouvée pour les complexes heme-chloroquir®e et heme-fagaroning8 est de 1-1 avec des
constantes de dissociation respectivement &e-%et 10%4°,

Les résultats de I'étude d’affinité de la fagaronine pour I’'heme montre qu’il y a en effet interaction
et formation d’un complexe 1-1 tout comme pour la chloroquine. La chloroquine possede un mode
d’action lié a I'hneme puisqu’elle forme un complexe avec celle-ci et inhibe sa détoxification en
hémozoine par le parasite.
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4.2 Localisation dans le parasite

4.2.1 Fluorimétrie

Afin de pouvoir visualiser la fagaronir®8 dans le parasite par microscopie optique et microscopie
confocale, une étude de fluorimétrie de la fagaro@Ba d’abord été réalisée. La fluorescence de

la fagaronine28 a été étudiée suivant le pH du solvant dans lequel elle est solubilisée afin de
prendre en compte les conditions biologiques du parasite. Les trois solvants utilisésGont H
distillée, PBS (phosphate buffered saline) tamponné a pH = 5 (pH de la vacuole digestive) et PB
tamponné a pH = 7 (pH du cytoplasme du parasite).

Tout d’abord, afin de savoir a quelle longueur d’onde la fagaronine est excitée, des spectres UV d
la fagarorine 28, a une concentration de 0.01 mg/mL, ont été réalisés (Figure 36).

Spectre UV de la Fagaronine

0.4
035 /\
0.3 i /\\
© 0.25 W\r[kx\\ K* \(/\\ — H20
2} — = \ R
£ 015 S S PBS pH7
o1 \ >
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O I I I
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Longueur d'onde

Figure 36 : Absorbance de la fagaronine 28 selon les solvants et le pH

Le profil UV de la fagaronin@8 change trés peu en fonction du pH et les pics principaux sont
retrouveés.

Plusieurs longueurs d’onde ont été sélectionnées pour effectuer des scans d’émission a une longus
d’'onde d'excitation donnée. A ces longueurs d'onde sont rajoutées les longueurs d’onde
correspondant aux filtres DAPI, FITC et TRITC disponibles au laboratoire pour I'observation en
microscopie optique et confocale.

Les longuers d’onde concernées sont donc : 272, 295, 305, 320, 330, 366, 372, 384, 390, 490, 5
et 541 nm.

La fagaronine ne fluoresce que trés peu. Elle absorbe a une longueur d’onde d’excitation autour ¢
275 nm et emet a une longueur d’'onde comprise entre 400 et 500 nm avec un maximum a 450 ni
Les essais ont été réalisés dans différents solvants et a différents@@HP@6 pH = 5 et PBS pH =
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7) mais ces parametres n'améliorent pas la fluorescence de la fagag@ifeigure 37)
contrairement a celle de la nitidine 22 (Figure 38).

En effet, le milieu phosphate tamponné améliore Iégérement la fluorescence de la nitidine mai
atténue celle de la fagaronine a pH = 7 et I'éteint a pH = 5.

1200
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Figure 37 : Fluorescence de la fagaronine (excitation 272nm)
Pic harmonique autour de 550 nm

H20
PBSpH5
PBS pH7

Figure 38 : Fluorescence de la nitidine (excitation 385 nm)
Pic harmonique entre 750 et 800 nm

L'intensité de la fluorescence de la fagaronine est faible comparée a celle de la nitidine et I
détection de la fagaronin28 dans les globules rouges, dans les parasites ainsi que dans se:
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compartiments sera donc sans doute difficile. Des essais seront tout de méme réalisés
microscopie optique.

4.2.2 Observation en microscopie optique

Malgré la faible fluorescence de la fagaronine, des essais d’observation en microscopie optigque o
éte réalisés. La fagaronine a été incubée avec une cultuRe fidciparum puis observée au
microscope avec différents filtres. Les filtres fournis avec le microscope, DAPI, FITC et TRITC, ne
permettent pas d’observer la fagaronine car leurs longueurs d’onde d’excitation et d’émission n
coincident pas avec celles de la fagaronine.
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Conclusions et perspectives

Le but de ce travail était de synthétiser la fagaronine et des dérivées aminoalkylés de celle-ci ain:
qgue des dérivés aminoalkyles de la nitidine dans le but de mimer la chaine aminoalkyle de I
chloroquine et de faciliter un mode d’action antiparasitaire via la vacuole digestive du parasite dt
genre plasmodium

La synthese utilisée, synthese publiée précédemment par Luo et al., a été adaptée a l'aide d'u
protection du phénol de la fagaronine ainsi qu’'une méthylation de I'atome d’azote aromatique
permettant de passer de la norfagaronine a la fagaronine. La fagaronine a été obtenue en quan
satisfaisante et des tests biologiques ont été menés afin de déterminer son potentiel antipaludiqt
leishmanicide et anticancéreux. La fagaronine est un trés bon antipaludique in vitro ce qui avait dé;
été mis en évidence. Nous avons montré pour la premiere fois sa tres bonne iactnxte
équivalente a la chloroquine. Celle-ci n'est que peu cytotoxique ce qui permet d’augmenter s:
sélectivité antipaludique. Son activité leishmanicide reste a approfondir mais semble moins
prometteuse.

Le mode d’action est en voie d’exploration. La fagaronine possede une forte affinité avec I'héme
Malheureusement elle est bien moins fluorescente que la nitidine et une adaptation des tes
d’observation et de colocalisation dans le parasite est également nécessaire.

La synthese des dérivés de la fagaronine ainsi que celle des dérivés de la nitidine est en cours. L
essais d®-alkylation de la fagaronine sont encourageants et les essais des substitutions du brorn
par la diéthylamine pourront étre lancés des la détermination par RMN et spectrométrie de masse
la structure des composés obtenus par alkylation de la fagaronine.

Les essais d&l-bromobutylation de I'aldéhyde correspondant a la série nitidine sont également
encourageants mais nécessitent une amélioration quant a leur traitement et la purification de
composes obtenus. Une fois ceci fait, les essais de substitution du brome par la diéthylamin
pourront eux aussi étre menés.

Les dérivés de la fagaronine et de la nitidine obtenus ainsi devront étre testés afin de déterminer le
potentiel antipaludique, anticancéreux et cytotoxique ainsi que leur index de sélectivité
antipaludique. Dans le cas d’'une bonne activité antipaludique, I'étude de leur mode d’action ser
nécessaire afin de déterminer le réle de I'ajout de la chaine aminoalkyle dans le mode d’action d
ces composeés ainsi que dans le changement d’activité (augmentation ou diminutionsgle la Cl
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5 Partie Expérimentale

5.1 Généralités

Toutes les réactions se sont faites sous argon. Les solvants sont de pureté HPLC, I'acétonitrile
I'acétone ont été distillés avant utilisation, la DIPA a été dégazée sous argon. Les solvants anhydr
OuU secs sont conservés sur tamis moléculaire et sous argon. L'évolution des réactions a été sui
par CCM. Les produits de départ ont été vérifies par RMN.

Les chromatographies sur gel de silice ont été realisées avec de la silice 60 de taille 40-63 pum. L
CCM ont été réalisées sur feuilles d’aluminium et gel de silice;§pFovenant de chez Merck ou
VWR.

Les spectres de RMN ont été effectués sur un spectrometre BRUKER Avance 300. Les solvants q
ont été utilisés sont le CD£le CD;0D, le DMSO-d6.

Les spectres ont été calibrés selon les tables de déplacements chimiques des¥dhantde
CDCl; : 7,26 ppm, pour le MeOD : 3,31 ppm et pour le DMSO : 2,50 ppm.

La détermination RMN des composés a été réalisée grace aux spectres déiRNI COSY,
HSQC et HMBC ou par analogie avec des composés analogues. La structure des alcoo
isoquinoléiques a éteé vérifiee par RMN NOESY.

La spectrométrie de masse a été réalisée soit en impact électronique (IE) au service commun
masse du batiment 2R1 (UPS Toulouse) soit en ionisation électrospray (ESI) sur le spectrometre ¢
'UMR 152. La spectrométrie de masse haute résolution a été réalisée en ESI sur le spectrometre
service commun de masse du batiment 2R1. Le spectromeétre de masse de 'UMR 152 est un LC
DECA XP MAX de la marque Thermo Electron Incorporation. Le spectrométre de masse utilisé
pour la haute résolution est un UPLC Xevo G2 Q TOFde la marque Waters. Le spectrométre d
masse utilisé pour I'impact électronique est un DSQ Il de la marque Thermo Fisher.

Les composés ont été testésvitro sur differentes souches de falciparum sur une lignée
cellulaire humaine cancéreuse (MCF7) et sur une lignée non cancéreuse (VERO, rein de singe). L
composes ont été testdsvivo sur des souris males Swiss de 20g infectéeP.pargheipour le
premier test et par P. vinckei pettpaur le second test.

La lecture des microplaques lors des tests leishmanicide sur les amastigotes axéniques a été réali
avec un lecteur de microplaques de marque Merteck et de modele 960.

Les mesures d’absorbances UV pour les spectres UV de la fagaronine ainsi que pour la titration c
I’'neme par la fagaronine et par la chloroquine ont été réalisées sapectrométre UV Specord

205 de la marque analytikjena. Les cuves utilisées sont des cuves en quartz. Le logiciel utilisé pot
collecter et analyser les données est WinAspect.

Les mesures de fluorescence de la fagaronine et de la nitidine ont été réalisées sur U
spectrofluorimétre CaryEclipse de la marque Varian. Les cuves utilisées sont des cuves en quatrt
Le logiciel utilisé pour collecter et analyser les mesures est Scan CaryEclipse WinFLR de Varian.

Les essais d’observation de la fagaronine dans le parasite ont été réalisés sur un microscope optic
Nikon Eclipse 80i possédant un set de trois filtres (DAPI, FITC et TRITC).
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5.2 Synthese de la nornitidine :

5.2.1 N-(2-bromo-4,5-diméthoxybenzylidéne)-tert-butyl-amine 99

1005 % Aspect : solide blanc
Mw = 300.19 g.mol?
4 Formule : C13H18BrNO:2

1N0

Un mélange de 2-bromo-4,5-diméthoxybenzaldey8d€1 g ; 4,08 mmol) et deert-butylamine

(6,5 mL ; 40,8 mmol) est agité sous argon a température ambiante pendant 72h. L’excés de tel
butylamine est éliminé par distillation aprés ajout de cyclohexane et le produit est séché sous vid
1,22 g de composé 99 sont obtenus sous forme d’un solide blanc (rendement quantitatif).

RMN *H (300 MHz, CDC}) : 6 = 1,31 (s, 9HH9) ; 3,90 (s, 3HH10 ou H11) ; 3,95 (s, 3HH10
ou H11) ; 6,99 (s, 1H, H3 ou H6) ; 7,57 (s, 1H, H3 ou H6) ; 8,51 (s, 1H, H7) ppm.

RMN 3C (75 MHz, CDC}) : § = 29,8 €9) ; 56,1 C100u C11) ; 56,2C100u C11) ; 57,6C8) ;

109,9 C3 ouC6) ; 114,9 C3 0uC6b) ; 116,5C2) ; 128,0C1) ; 148,6 C40u C5) ; 151,2C4 ou
C5) ; 154,2 C7) ppm.

5.2.2 4-(3,4-méthyleénedioxyphényl)-3-butyn-1-ol 101

}_ _OH
2 P~
8 10
023 L 7/ Aspect : huile marron
11< Mw = 190.195 g.mol*
O 4 6 Formule : C11H1003
5

Un mélange de Pd(PBRBCIl; (107 mg ; 0,15 mmol), de Cul (29 mg ; 0,15 mmol), de 3,4-
methylenedioxybromobenzerd®0 (1 g ; 4,97 mmol) et de 3-butyn-1484 (384 mg ; 5,5 mmol)

est chauffé au reflux de la DIPA (3 mL), préalablement dégasée, pendant 1h30 sous argon. L
milieu réactionnel est refroidi puis filtré. La phase obtenue est lavée deux fois avec du HCI 0,1N
puis deux fois avec de l'eau distillée. La phase organique est séchée suu, Mi&®@ et
concentrée. Le brut réactionnel obtenu est purifié sur gel de silice (AcOEt / CyHex : 4 / 6) et 70%5
mg de composé 101 (rendement : 74 %) sont obtenus.
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RMN *H (300 MHz, CDC¥) : § = 2,19 (s broad, 1H, OH)2,66 (t,*Jun = 6,3 Hz, 2H, H9) 3,79(t,
33un = 6,3 Hz, 2HH10) ; 5,95 (s, 2HH11) ;6,73 (d,3Jun = 8,0 Hz, 1HH5) ; 6,87 (d,*Jun = 1,6
Hz, 1H, H2) ; 6,93 (dd®Juy = 8,0 Hz,*Jun = 1,6 Hz, 1H, H6) ppm.

RMN 3C (75 MHz, CDC}) : § = 23,7 €9) ; 61,1 C10) ;82,2 C7) ; 84,6 C8) ; 101,2 C11) ;
108,3 C5) ; 111,7 C2) : 116,6 C1) ;: 126,1 C6) ; 147,3 C3 ou C4) ;147,5 C3 ou C4) ppm.

SM (ESI) : m/z = 191 (MF)

5.2.3 6,7-diméthoxy-4-(2-hydroxyéthyl)-3-(3,4-méthylénedioxyphényl)-
isoquinoline 102a

17

> Aspect : solide jaunatre

O Muv=353.37 g.mol?
Formule : C20H19NOs

Dans un ballon sous argon du Ni@lppe) (180 mg ; 0,28 mmol), de la poudre de zinc (375 mg ;
5,77 mmol), et du compo€® (860 mg ; 2,86 mmol) sont mélangés. Une solution d’alépie

(710 mg ; 3,73 mmol) dissout dans de 'ACN (30 mL) fraichement distillé est ajoutée et le mélange
réactionnel est chauffé a reflux pendant 2h. Le mélange est refroidi, filtré and concentré. Le bru
réactionnel est purifié plusieurs fois sur gel de silice (AcOEt / DCM : 6 / 4), 490 mg de composé
102a (rendement : 52 %) et 318 mg de composé {i@2llement : 34%) sont obtenus.

RMN 'H (300 MHz, CDC}) : & = 3,32 (t, 2H 23 = 7,2 Hz, H15) ; 3,86 (t, 2HJun = 7,2 Hz,
H16) ; 4,04 (s, 3HH18 ouH19) ; 4,07 (s, 3HH18 ouH19) ; 6,01 (s, 2HH17) ; 6,88 (d, 1HJ

= 8,0 Hz, H13) ; 6,93-6,98 (m, 2H, H10 et H14) ; 7,23 (s, 1H, H5 ou H8) ; 7,36 (s, 1H, H5 ou H8) ;
8,96 (s, 1H, H1) ppm.

RMN 3C (75 MHz, CDCH}) : 6 =32,1 C15) ; 56,1 C18 ou C19 ; 56,2 €18 ou C19 ; 62,5 (C16)
:101,1 C17) ;102,3(C5) ; 105,9 C8) ; 108,1 C13) ; 110,1 C10) ; 123,0 C14) ; 123,8 C4aou
C8a) ; 124,1 C9) ; 132,6 C4) ; 134,8 C4aou C8a) ; 147,2 C6) ; 147,5 C12) ; 147,5 C1) ;
150,1 €3); 151,1 C7) ; 153,5 C11) ppm.

SM (ESI) : m/z = 354 (MH)
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Composé 102b : 6,7-diméthoxy-3-(2-hydroxyeéthyl)-4-(3,4-méthylenedioxyphényl)-isoquinoline

RMN *H (400 MHz, CDC}) : 6 =2,92 (t, 2H2Jun = 5,4 Hz, H15) 3,82 (s, 3H, H8) ; 3,96 (t, 2H,
33un = 5,4 Hz, H16) 4,05 (s, 3HH19) ;6,09 (d, 1H 4y = 15,4 Hz,H17) ; 6,10 (d,1H2Jqy =
15,4 Hz,H17) ;6,71 (s, 1HH5) ; 6,74 (dd, 1H>Juy = 7,7 Hz,*Jun = 1,6 Hz,H14) ; 6,76(d, 1H,
*Jun = 1,6 Hz, H10) 6,97 (d, 1H3Juy = 7,7 Hz, H13) 7,23 (s, 1H, 1) ; 8,97 (s, 1H, H) ppm.

RMN *°C (100 MHz, CDC}) : & = 35,9 €15) ; 56,0 C18) ; 56,1 C19) ;62,3 C16) ;101,3 C17)
; 103,5 C5) ; 105,3 C8) ; 108,7 C13) ;110,3 C10) ;123,4 C14) ;123,1 Cdaou C8a); 130,0
(C4) ;130,6 C9) ; 133,2 C4aou C8a) ;147,2 C11) ;147,8 C1) ; 148,0 C12); 149,9 C7);
150,0 C3) ; 153,3 C6) ppm.

SM (ESI) : m/z = 354 (MH)

5.2.4 6,7-diméthoxy-3-(3,4-méthylénedioxyphényle)- 4-(2-oxoéthyl)-
isoquinoline 103

Aspect : solide jaunatre
Mw = 351.35 g.mol*
Formule : C20H17NOs

Une solution de chlorure d’oxalyle (0,202 mL ; 2,09 mmol) dans 8 mL de£iZldst refroidie a -

80°C. Une solution de DMSO (0,38 mL ; 4,18 mmol) dans 2 mL deCGHest ajoutée goutte a
goutte et le mélange est agité pendant 15 min. Une solution d’dlégdal (380 mg ; 1,045 mmol)

dans 28 mL de CiLI, est ajoutée goutte a goutte et I'agitation est poursuivie pendant 30 min. 2,66
mL de DIPEA (15,66 mmol) sont ajoutés doucement, le milieu est agité pendant 15 min a -80°C
puis pendant 2h a TA. La réaction est arretée avec I'ajout d’eau distillée, la phase organique e
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récupérée, séchée sur MgS€@ concentrée. Le brut obtenu est purifié sur gel de silice (AcOEt /
DCM : 5/5) pour donner 352 mg de composé 103 (rendement : 92 %).

RMN 'H (300 MHz, CDC})) : 6 = 3,84 (s, 3HH18) ; 3,90 (s, 3HH19) ; 4,05 (d, 2H>Jun = 2,0
Hz, H15) ;5,95 (s, 2HH17) ; 6,80 (s, 1HH5) ; 7,02 (dd, 1H3J44 = 8,1 Hz,"Jyy = 1,9 Hz,H14) ;
7,19 (d, 1H 234y = 8,1 Hz,H13) ; 7,29 (d1H, “Juy = 1,9 Hz,H10) 7,41 (s, 1HHS) ; 8,51 (t, 1H,
33un = 2,0 Hz, H16) : 8,98 (s, 1H, H1) ppm.

RMN *C (75 MHz, CDC}) : § = 45,2 €15) ; 55,9 C19) ; 56,1 C18) ; 67,1 C17) ; 101,9C5) ;
106,0 C8) ; 113,8 C10) ; 118,2C4) ; 121,7 C14) ; 122,6 C13) ; 123,8 C8a) ; 132,5 C4a) ;
139,6 C12) ; 139,7 C9) ; 149,2 C1) ; 150,3 C6) ; 151,1 C11) ; 152,1C3) ; 153,7 C7) ; 199,2
(C16) ppm.

SM (ESI) : m/z = 352 (MF) ; 384 (MH+MeOH)

5.2.5 Nornitidine 34

Aspect : solide jaunatre
Mw = 333.34 g.mol*
Formule : C20H15NO4

A une solution d’aldéhyd&03 (350 mg ; 0,996 mmol) dans de 'acide acétique (10 mL), est ajouté
4 mL d’acide bromhydrique 40%. Le milieu réactionnel est agité a TA pendant 30 min. Le milieu
est neutralisé (pH = 7) par I'ajout d’'une solution de NaOH concentrée puis est extrait avec du
CH.Cl,. La phase organique est séchée et évaporée et le mélange réactionel obtenu est purifié ¢
gel de silice (AcOEt/DCM : 3/7). 310 mg de nornitidine 34 sont obtenus (rendement : 92%).

RMN 'H (300 MHz, CDC)) : § = 4,13 (s, 3HH14 ou H15) ; 4,20 (s, 3HH14 ou H15) ; 6,16 (s,
2H, H13) ; 7,30 (s, 1HH1) ; 7,43 (s, 1HH10) ; 7,87 (d, 1H3J4y = 9,0 Hz,H12) ; 7,93 (s, 1H,
H4) ; 8,33 (d, 1H>Juyy = 9,0 Hz, H11) ; 8,75 (s, 1H, H7) ; 9,28 (s, 1H, H6) ppm.

RMN C (75 MHz, CDC}) : § = 55,9 (C14 ou C15) ; 56,0 C14 ou C15) ; 101,0 C7) ; 101,6
(C13) ;101,8 C4) ; 104,7 C1) ; 107,5(C10) ; 118,1 C11) ; 121,9C) ; 126,2 C) ; 127,2 C12) ;
128,8 C) ; 129,2 C) ; 139,9 C) ; 146,8 C) ; 148,5 C) ; 148,7(C6) ; 149,6 C3) ; 153,1 C2)
ppm.

SM (ESI) : m/z = 334 (M)
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5.3 Synthese de la norfagaronine et de la norfagaronine acetylée :

5.3.1 4-acétoxy-3-méthoxybromobenzeéene 167a

@) 1 _Br

" 6 Aspect : Huile incolore
0 Mw = 245.070 g.mol™

5
/7& Formule : CoHoBrO3s
8 @)

A une solution de 4-bromoguaiacthl (2,58 g ; 12,7 mmol) dans du &H, (15 mL) est ajouté 1

mL de chlorure d’acétyle (13,97 mmol) a 0°C sous argon. 2 mL 4 d6int ajoutés lentement a

0°C et le milieu réactionnel est remonté a TA puis agité pendant 1h. La réaction est arrétée ps
I'ajout d’eau distillée, la phase organique est ensuite lavée avec du HCI 0,01 N, du Nsdt@©

ainsi que de l'eau distillée. La phase organique est séchée sur,Md®B€e et concentrée pour
donner 2,973 g de composé 167a (rendement : 95%).

RMN H (300 MHz, CDC}) : & = 2,31 (s, 3HHS) ; 3,83 (s, 3HH9) : 6,92 (dd, 1H3J = 7,8 Hz,
43 = 0,8 Hz, H6) ; 7,07-7,11 (m, 2H, H2 et H5) ppm.

RMN *°C (75 MHz, CDC}) : & = 20,6 C8) ; 56,1 C9) ; 116,0 C5) ; 119,5 C6) ; 123,7 C2) ;
124,0 C1) ; 139,0 C3) ; 151,8 C4) ; 168,7 C7) ppm.

SM (IE) : m/z = 244 | 246 : 1/1 ()
IR : 1023,6 (Br-Ph) : 1199,6 et 1219,1 ((C=0)-0) ; 1259,9 (O-CH3) ; 1599,0 (Ph) : 1768,5 (C=0)

cm-1

5.3.2 4-(4-acétoxy-3-méthoxyphényl)-3-butyn-1-ol 168a

Aspect : solide jaune
Mw = 234.25g.mol*?
Formule : C13H1404
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Un mélange de Pd(PBRBCI, (77 mg ; 0,205 mmol), de Cul (21 mg ; 0,105 mmol), de composé
167a (856 mg ; 3,5 mmol) et de 3-butyn-1-ol 164 (270 mg ; 3,85 mmol) est chauffé pendant 1h sou
argon au reflux de la DIPA (9 mL), préalablement dégasée. Le milieu réactionnel est refroidi puis
filtré. La phase obtenue est lavée deux fois avec du HCI 0,1N puis avec de I'eau distillée (deu:
fois). La phase organique est séchée sur Mg$ifrée et concentrée. Le mélange réactionnel
obtenu est purifié par chromatographie sur gel de silice (AcOEt / CyHex : 4 / 6) et 579 mg de
composeé 168a (rendement : 69 %) est obtenu.

RMN *H (300 MHz, CDC}) : & = 2,32 (s, 3HH12) ; 2,69 (t, 2H3Juy = 6,3 Hz,H9) ; 3,80-3,84
(m, 5H, H10 et H13) ; 6,96 (d, 1K) = 9,0 Hz, H6) ; 7,01-7,04 (m, 2142 et H5) ppm.

RMN *C (75 MHz, CDC}) : § = 20,6 C12) ; 23,7 C9) ; 55,9 C13) ; 61,1 C10) ; 81,7 C7) ;
86,4 (C8) ; 115,6 C2) ; 122,0 C1) ; 122,8 C5) ; 124,4 C6) ; 139,7 C4) ; 150,8 C3) ; 168,9
(C11) ppm.

SM (IE positif) : m/z = 234 (M)

SMHR (ESI, positif) : G3H1504 calculé/mesuré : 235,0970/235,0971

IR : 1015 (CHOH) ; 1034 et 1266 (Ph-O) ; 1165 et 1211 ((C=0)-0) ; 1405Q¢H ; 1598 (Ph) ;
1765 (C=0) ; 2235 (triple liaison) ; 2940 (OMe) ; 3412 (OH) cm’*

5.3.3 3-(4-acétoxy-3-méthoxyphényl)-6,7-diméthoxy-4-(2-hydroxyéthyl)-
isoquinoléine 169a

Aspect: solide blanc
My =397.42 g.mol?
Formule : C22H23N06

Dans un ballon sous argon du Ni@lppe) (70 mg ; 0,111 mmol), de la poudre de zinc (144 mg ;
2,22 mmol), et du compos® (335 mg ; 1,11 mmol) sont mélangés. Une solution d’alé@da

(340 mg ; 1,45 mmol) dissout dans de I'ACN (20 nftdichement distillée est ajoutée et le
meélange réactionnel est chauffé a reflux pendant 2h. Le mélange est refroidi, filtré et concentré. L
mélange réactionnel est purifié plusieurs fois sur gel de silice (AcOEt / D@M), 225 mg de
composé 169a (rendement : 51 %) et 180 mg de compose&(tement : 41 %) sont obtenus.

RMN H (300 MHz, CDC}) : & = 2,33 (s, 3HH18) ; 2,43 (sl, IHOH) ; 3,27 (t, 2H33un = 7,3

Hz, H15) ; 3,82 (t, 2H3Juy = 7,3 Hz, H16) ; 3,83 (s, 3H, H19) ; 4,04 (s, 3H, H20 ou H21) ; 4,05 (s,
3H, H20 ouH21) ; 7,02-7,08 (m, 2HH13+H14) ; 7,15 (d, 1H*J4y = 0,9 Hz,H10) ; 7,21 (s, 1H,
H8) ; 7,35 (s, 1H, H5) ; 8,92 (s, 1H, H1) ppm.
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RMN 3C (75 MHz, CDC}) : § = 20,7 C18) ; 32,2 C15) ; 55,9 C19) ; 56,1 C20 ouC21) ; 56,2
(C20 ouC21) ; 62,5 C16) ; 102,3C5) ; 105,9 C8) ; 114,0 C10) ; 121,7 C14) ; 122,3 C13) ;
124,0 C4+C4a) ; 132,3 C8a) ; 139,2 C12) ; 140,3C9) ; 147,9 C1) ; 150,0 C6) ; 150,8 C11) ;
151,4 C3) ; 153,2 C7) ; 169,1 C17) ppm.

SM (ESI positif) : m/z = 398 (M+H ; 356 (M-Ac+H)
SMHR (ESI positif) : GoH24NOg calculé/mesuré : 398,1604/398,1604

IR : 1199,6 et 1219,1 ((C=0)-0) ; 1258,4 (O-CH3) ; 1581,7 et 1622,8 (Aromatiques) ; 1759,4
(C=0) : 2900-3554 (OH)

Composé 169b : 4-(4-acétoxy-3-méthoxyphényl)-6,7-diméthoxy-3-(2-hydroxyéthyl)-isoquinoléine
O

A
18 0O

RMN *'H (300 MHz, CDC}) : & = 2,39 (s, 3HH18) : 3,01 (t, 2H33, = 7,5 Hz,H15) ; 3,80 (s,
3H, H20) ; 3,84 (s, 3HH19) ; 3,97 (t, 2H3Juu = 7,5 Hz,H16) 4,05 (s, 3HH21) ; 6,67 (s, 1H,
H5) : 6,88 (dd, 1H3Juy = 7,4 Hz*Jun = 1,8 Hz,H14) ; 6,90 (sl, 1HH10) ; 7,21 (d*Juy = 7,4 Hz,
1H, H13) ; 7,28 (s, 1HH8) ; 9,08 (s, 1H, H1) ppm.

RMN 3C (75 MHz, CDC}) : § = 20,7 C18) ; 35,6 C15) ; 56,0 C19 ou C20 ouC21) ; 56,1 C19
ou C20 ouC21) ; 56,2 C19 ou C20 ouC21) ; 62,3 C16) ; 103,5C5) ; 105,5 C8) ; 114,0 C10) ;
122,2 C14) ; 123,0 C4a ouC8a) ; 123,3C13) ; 129,9C4) ; 133,1 C4a ouC8a) ; 135,4 C12)
©139,6 C9) ; 148,2 C1) ; 148,6 C3) ; 150,4 C7) : 151,6 C11) ; 154,0C6) ; 168,9 C17) ppm.
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5.3.4 3-(4-acétoxy-3-méthoxyphényl)-6,7-diméthoxy-4-(2-oxoéthyl)-
isoquinoléine 170a

o~ Aspect: solide marronatre
Mw = 395.40 g.mol?
Formule : C22H21NOs

Une solution de chlorure d’oxalyle (0,20 mL ; 1,61 mmol) dans 6 mL dgCGHst refroidie a -

80°C. Une solution de DMSO (0,32 mL ; 3,22 mmol) dans 2 mL deCGHest ajoutée goutte a
goutte et le mélange est agité pendant 15 min. Une solution d’dléeal (320 mg ; 0,805 mmol)

dans 24 mL de C€l, est ajoutée goutte a goutte et I'agitation est poursuivie pendant 30 min. 2,5
mL de DIPEA (12,08 mmol) sont ajoutés doucement, le milieu est agité pendant 15 min a -80°C
puis pendant 2h a TA. La réaction est arrétée avec I'ajout d’eau distillée, la phase organique e
récupérée, séchée sur MgS€@ concentrée. Le mélange réactionnel obtenu est purifié sur gel de
silice (AcOEt / CyHex : 7 / 3) pour donner 251 mg de composé 170a (rendement : 77 %).

RMN 'H (300 MHz, CDC}) : & = 2,35 (s, 3HH18) ; 3,88 (s, 3HQCHy3) ; 4,04 (s, 3HOCH5) ;
4,07 (s, 3HOCHS5) ; 4,15 (d, 2H3Jun = 1,7 Hz,H15) ; 7,00 (s, 1HH5) ; 7,02 (dd, 1H3J44 = 8,1
Hz, *Jun = 1,9 Hz,H14) ; 7,12 (d, 1H3J = 8,1 Hz,H13), 7,15 (d*Jun = 1,9 Hz, 1HH10) ; 7,28
(s, 1H, H8) ; 9,07 (s, 1H, H1) ; 9,84 (t, 18y = 1,7 Hz, H16) ppm.

RMN *3C (75 MHz, CDC}) : § = 20,7 C18) ; 45,2 C15) ; 55,9 C19) ; 56,1 C20 ouC21) ; 56,1
(C20 ouC21) ; 101,9 C5) ; 106,0 C8) ; 113,8 C10) ; 118,2C4) ; 121,7 C14) ; 122,6 C13) ;
123,8 C8a) ; 132,5 C4a) ; 139,5 C12) ; 139,7 C9) ; 149,17 C1) ; 150,3 C6) ; 151,1 C11) ;
152,1 C3) ; 153,7 C7) ; 169,0 C17) ; 199,2 C16) ppm.

SM (ESI positif) : m/z = 396 (M ; 354 (MH™-Ac)

SMHR (ESI positif) : GoH2:NOg calculé/mesuré : 396,1447/396,1452 ;

IR : 1199 et 1215 ((C=0)-O) ; 1259 (O-gH 1580 et 1621 (Aromatiques) ; 1719 (C=0 ald) ; 1764
(C=0) ; 2938 (CH ald) cth
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5.3.5 Norfagaronine 66

Aspect : solide marronatre
Mw = 335.35 g.mol*
Formule : C20H17NO4

Procédure générale A :Une solution d’aldéhydd70a et d’acide dans de l'acide acétique est
chauffée au reflux pendant 30 min. Le milieu réactionnel est neutralisé avec de la soude en solutic
jusqu’a pH = 8 puis est extrait avec du CElCha phase organique est séchée sur Mg8iDée et
concentrée.

HBr 40 % : aldéhydel70a (40 mg ; 0,101 mmol), acide acétique (1 mL), acide bromhydrique 40
% (1 mL). La réaction fournit 30,2 mg de norfagaronine 66 (rendement : 90 %).

H,SO, 96 % : aldéhydel70a (28,4 mg ; 0,072 mmol), acide acétique (1 mL), acide sulfurique 96
% (1 mL). La réaction fournit 18 mg de norfagaronine 66 (rendement : 75 %).

Procédure généraleB: L'aldéhyde170a est dissout dans du trichloroéthane, I'acide de lewis est
ajouté et le milieu réactionnel est agité a 120°C pendant 2h. Le milieu réactionnel est filtré puis lave
avec du HCI 1N. La phase organique est séchée sur MgSO4 et le brut est concentré sous vide.
mélange réactionnel est purifié sur gel de silice pour donner un mélange de norfagzfastitie
norfagaronine acétylée 171.

FeCl; : aldéhydel70a (20 mg ; 0,05 mmol), trichloroéthane (2 mL) and F€8J1 mg). La
réaction fournit 3,5 mg de norfagaronifé (rendement: 21 %) and 2,8 mg de norfagaronine
acetylée 171 (rendement : 15 %).

Résine Amberlyst 15: aldéhydel70a (15 mg ; 0,0375 mmol), trichloroéthane (1,5 mL) and
amberlyst 15 (6,6 mg). La réaction fournit 1,8 mg de norfagaronine acéilé@gendement : 13
%).

RMN *H (300 MHz, CDCYMeOD : 2/1) :5 = 4,03 (s, 3HH13) ; 4,10 (s, 3HH14 ouH15) ; 4,12
(s, 3H,H14 ouH15) ; 7,31 (s, 1HH1) ; 7,34 (s, 1HH10) ; 7,74 (d,*Juy = 8,9 Hz, 1HH11 ou
H12) ; 7,81 (s, 1HHA4) : 8,18 (d.2Jun = 8,9 Hz, 1HH11 ouH12) ; 8,58 (s, 1HH7) ; 9,13 (s, 1H,
H6) ppm.

RMN 3C (75 MHz, CDCYMeOD : 2/1) : 8= 55,9 C13 ou C15) ; 55,9¢14) ; 56,0 C13 ou C15
:101,5 C7) ; 103,7 C) ; 107,2 C4) ; 110,5 C1) ; 117,8 C10) ; 119,6 C11) ; 121,9C) ; 126,2
(C); 126,6 C12) ; 128,8C) ; 129,2 C) ; 139,9 C) ; 146,8 C) ; 148,5 C) ; 149,2 C6) ; 149,6
(C3); 153,121 C) ppm.

SM (ESI positif) : m/z = 336 (MA)
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5.3.6 2-O-acétyl-norfagaronine 171

Aspect : solide marronéatre
Mw = 377.39 g.mol?
Formule : C22H19NOs

50 mg de norfagaronir (0,15 mmol) sont dissodains 2 mL de CCl, sous argon a 0°C puis

120 (L de chlorure d’acétyle sont ajouté goutte a goutte. Apres 15 min d’agitation est ajoutée
doucement 0,5 mL de M. Le milieu réactionnel est laissé remonter a TA puis agité pendant 1h.

La réaction est arretée avec ajout d’eau, puis la phase organique est lavée successivement par du
HCI 0,01 N, du NaHC@saturée puis de I'eau distillée. La phase organique est séchée sur MgSO4,
filtrée et concentrée afin de fouri6 mg de fagaronine acétylééll(rendement quantitatif).

RMN H (300 MHz, CDCY) : & = 2,43 (s, 3HH14) ; 4,10 (s, 3HH15) ; 4,15 (s, 3HH16 ouH17)
- 4,18 (s, 3HH16 ouH17) ; 7,37 (s, 1HH1) ; 7,61 (s, 1HH10) ; 7,82 (d3Jun = 9,1 Hz, THH11)
£ 7,85 (s, 1H, H4) ; 8,22 (dJ = 9,1 Hz, 1H, H12) ; 8,83 (s, 1H, H7) ; 9,24 (s, 1H, H6) ppm.

RMN C (75 MHz, CDC}) : § = 20,8 C14) ; 56,2 C15) ; 56,3 C16 ou C17) ; 56,4G16 ou C17
©101,8 C4) ; 105,5 C7) ; 107,3 C1) ; 118,1 C12) ; 120,6 C10) ; 121,0 C10a) ; 122,2C12a) ;
126,8 C11) ; 127,4 C4b) ; 128,8 C6a) ; 141,0 C2) ; 146,8 C4a) ; 148,5 C10b) ; 148,8 C6) ;
150,2 C3) ; 151,1 C8) ; 153,3 C9) ; 169,2 C13) ppm.

SM (ESI positif) : m/z = 378 (MA)
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5.4 Synthese des dérivés de la norfagaronine :

5.4.1 2-O-(4’-bromobutyl)-norfagaronine 158

Aspect : solide blanc
Mw = 470.36 g.mol*
Formule : C24H24BrNO4

La norfagaronines6 (50 mg; 0,15 mmol) est dissoute dans 2 mL d’acétone anhydre. Le 1,4-
dibromobutane (324 mgl,5 mmol) est ajouté ainsi que dyGO; (50 mg). Le milieu réactionnel

est agité sous argon a température ambiante pendant 24h. La réaction est arrétée en ajoutant de I
distillée et le produit est extrait avec du Ckl@la phase organique est séchée sur MgSO4, filtrée et
concentrée sous vide. Le mélange réactionnel est lavé avec du cyclohexane afin d’éliminer |
dibromobutane en excés. 45 mg de produit sont obtenus (rendement : 64%).

RMN *H (300 MHz, CDC})) : § = 2,13-2,22 (m, 4HH2’ et H3') ; 3,58 (t,°Jun = 6,3 Hz, 2HH4')
. 4,12 (s, 3HH14) ; 4,19 (s, 3HH15) ; 4,20 (s, 3HH13) ; 4,27 (t3J4n = 6,2 Hz, 2HH1") ; 7,31
(s, 1H,H1) ; 7,42 (s, 1HH10) ; 7,87 (dJun = 9,0 Hz ,1HH12) ; 7,93 (s, 1HH7) ; 8,32 (d,*Jun
=9,0 Hz, 1H, H11) ; 8,75 (s, 1H, H4) ; 9,28 (s, 1H, H6) ppm.

RMN C (75 MHz, CDC}) : 6 = 27,8 €2’ ouC3’) ; 29,5 €2’ ouC3’) ; 33,5 C4') ; 56,1 C13,
C14 ou C15) ; 56,2@13, C14 ou C15) ; 56,2¢13, C14 ou C15) ; 67,991") ; 101,6 C7) ; 104,4
(C4) ; 107,3 C10) ; 108,4 C1) ; 118,0 C11) ; 119,8 C10b) ; 122,1 C6a) ; 126,2 C12) ; 127,5
(Cl2a) ; 128,1C4a) ; 129,0 C10a) ; 140,1 C4b) ; 149,3 C2) ; 149,5 C6) ; 149,7 C9) ; 150,2
(C3); 153,0 C8) ppm.

SM (ESI positif) : m/z = 470/ 472 : 1/1 (MM

5.4.2 2-O-(5’-bromopentyl)-norfagaronine 159

0L~ s Br

0-13 Aspect: solide blanc
Mw = 484.38 g.mol*
Formule : C25H26BrNO4

La norfagaronines6 (40 mg; 0,12 mmol) est dissoute dans 2 mL d’'acétone anhydre. Le 1,5-
dibromopentane (276 mg ; 1,2 mmol) est ajouté ainsi que,GMOK(40 mg). Le milieu réactionnel
est agité sous argon a température ambiante pendant 24h. La réaction est arrétée en ajoutant de I’
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distillée et le produit est extrait avec du CklQla phase organique est séchée sur MgSO4, filtrée et
concentrée sous vide. Le mélange réactionnel est lavé avec du cyclohexane afin d’éliminer |
dibromopentane en exces. 35 mg de produit sont obtenus (rendement : 61%).

RMN *H (300 MHz, CDC}) : § = 1,7-1,8 (m, 2HH3") ; 2,03 (t,%Juy = 7 Hz , 4H,H2’ et H4') ;
3,5 (8,33 = 6,9 Hz, 2HH5) ; 4,12 (s, 3HH14) ; 4,19 (s, 3HH15) ; 4,20 (s, 3HH13) ; 4,25 (t,
3Jun = 6,7 Hz, 2HH1’) ; 7,31 (s, 1HH1) ; 7,43 (s, 1HH10) ; 7,88 (d3Ju = 9,0 Hz ,1HH12) ;
7,93 (s, 1H, H7) ; 8,33 (&) = 9,0 Hz, 1H, H11) ; 8,75 (s, 1H, H4) ; 9,29 (s, 1H, H6) ppm.

RMN *3C (75 MHz, CDC}) : § = 27,8 C2' ouC3') ; 29,5 C2' ouC3') ; 33,5 C4') ; 33,6 C5') ;

56,1 C13, Cl4ou C15) ; 56,213, Cl4ou C15) ; 56,2 C13, Cl4ou C15) ; 67,9C1’) ; 101,6
(C7) ; 104,4 C4) ; 107,3 C10) ; 108,4 C1) ; 118,0 C11) ; 119,8 C10b) ; 122,1 C6a) ; 126,2
(C12) ; 127,5C12a) ; 128,1C4a) ; 129,0 C10a) ; 140,1 C4b) ; 149,3 C2) ; 149,5 C6) ; 149,7
(C9); 150,2 C3) ; 153,0 C8) ppm.

SM (ESI positif) : m/z = 484 / 487 : 1/1 (MM

5.4.3 2-O-(6’-bromohexyl)-norfagaronine 160

Aspect : solide blanc
My = 498.41 g.mol*
Formule : C26H28BrNO4

La norfagaronines6 (50 mg; 0,15 mmol) est dissoute dans 2 mL d’'acétone anhydre. Le 1,6-
dibromohexane (366 mgl,5 mmol) est ajouté ainsi que dyCGO; (50 mg). Le milieu réactionnel

est agité sous argon a température ambiante pendant 24h. La réaction est arrétée en ajoutant de I
distillée et le produit est extrait avec du CklQla phase organique est séchée sur MgSO4, filtrée et
concentrée sous vide. Le mélange réactionnel est lavé avec du cyclohexane afin d’éliminer |
dibromohexane en exces. 52 mg de produit sont obtenus (rendement : 70%).

RMN *H (300 MHz, CDC}) : 6 = 1,58-1,65 (m, 4HH3’ et H4") ; 1,92-2,05 (m, 4HH2’ etH5') ;
3,48 (1,344 = 6,7 Hz, 2HH®6') ; 4,10 (s, 3HH14) ; 4,17 (s, 3HH15) ; 4,20 (s, 3HH13) ; 4,25 (t,
334w = 6,7 Hz, 2HH1’) ; 7,30 (s, 1HH1) ; 7,40 (s, 1HH10) ; 7,86 (dJn = 9,2 Hz, IHH12) :
7,91 (s, 1H, H7) ; 8,30 (dJun = 9,2 Hz, 1H, H11) ; 8,74 (s, 1H, H4) ; 9,27 (s, 1H, H6) ppm.

RMN *°C (75 MHz, CDCI3) :5 = 24,8 C3") ; 28,3 €2') ; 32,5 C4) ; 33,6 C5') ; 33,9 C6') ;
56,1 C13, Cl4ou C15) ; 56,2€13, Cl4ou C15) ; 56,2 C13, Cl4ou C15) ; 68,6 C1’) ; 101,6
(C7) ; 104,4 C4) ; 107,3 C10) ; 108,3C1) ; 117,9 C11) ; 119,8 C10b) ; 122,1 (C6a) ; 126,2
(C12) ; 127,4 C12a) ; 128,2C4a) ; 129,0 C10a) ; 140,2 C4b) ; 149,4 C2) ; 149,6 C6) ; 149,7
(C9) ; 150,2 C3) ; 153,0 C8) ppm.

SM (ESI positif) : m/z = 498 / 500 : 1/1 (MM
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5.5 Synthese de la fagaronine et de ses dérivés :

5.5.1 4-(4-isopropyloxy -3-méthoxyphényl)-3-butyn-1-ol 168b

OH
/O
13
Aspect : solide jaune
o 3 Mw = 234.29g.mol"!
19\ Formule : C14H180s3
11\12

Un mélange de Pd(PRBCI, (210 mg ; 0,3 mmol), de Cul (57 mg ; 0,3 mmol), de 4-broni®-1-
isopropylguaiacol (2,43 g ; 9,92 mmol) et de 3-butyn-1&4 (764 mg ; 10,9 mmol) est chauffé
pendant 4h sous argon au reflux de la DIPA (8 mL), préalablement dégasédieu réactionnel

est refroidi puis filtré. La phase obtenue est lavée deux fois avec du HCI 0,1N puis avec de I'eat
distillée (deux fois). La phase organique est séchée sur Mdiifée et concentrée. Le mélange
réactionnel obtenu est purifié par chromatographie sur gel de silice (AcOEt / CyHex : 25/ 75 puis
50/50) et 1,76 g de composé 168bndement : 76 %) sont obtenus.

RMN *H (300 MHz, CDC}) : & = 1,39 (d,*Jun = 6,0 Hz, 6HH12) ; 2,70 (t, 2H 3344 = 6,3 Hz,
H9) ; 3,83 (m, 2HH10) ; 3,86 (s, 3HH13) ; 4,56 (sept’Juy = 6,0 Hz, 1HH11) ; 6,82 (d, 1H,
33un = 8,2 Hz,H5) : 6,95 (d, 1H 3y = 1,8 Hz,H2) ; 7,00 (dd, 1H3J4y = 8,2 Hz, "Iy = 1,8 Hz,
H6) ppm.

SM (IE positif) : m/z = 234 (M)

SMHR (ESI, positif) : G4H1405 calculé/mesuré235,1336/235,1334

IR : 1037 (CHOH) ; 1136 et 1172 (OiPr) ; 1109 et 1264 (Ph-Q}12 (CHOH) ; 1596 (Ph) ;
2935 (triple liaison) ; 2976 (OMe)3421 (CHOH) cni*
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5.5.2 lodure de 3-(4-acétoxy-3-méthoxyphényl)-4-(2-hydroxyéthyl)-6,7-
diméthoxy-2-méthylisoquinoléinium 173

20O ~
= 11°0" 19 Agpect : huile jaune
. N - Mw = 539.36 g.mol?
21077 2\ 22 Formule : C23H26NOs.|

Le composél69a (35 mg ; 0,088 mmol) est dissout dans 1 mL deQGHet 60uL d’iodure de
méthyle (125 mg ; 0,88 mmol) sont ajoutés. Le milieu réactionnel est agité a température ambiant
pendant 24h. Lorsque la réaction est terminée, I'iodure de méthyle et@,GHnt évaporés sous

vide afin d’obtenir 48 mg de produit 173 (rendement quantitatif).

RMN *H (300 MHz, MeOD) : & 2,23 (s, 3H, H8) ; 3,04 (t3Jun = 7,2 Hz, 2H, H15), 3,65 (£Ju+
= 7,2 Hz, 2H,H16) ; 3,78 (s, 3HH20) ; 3,93 (s, 3HH19 ou H21) ; 3,94 (s, 3HH19 ou H21) ;
4,03 (s, 3HH22) ; 7,05 (dd>Jun = 8,1 Hz,*Juy = 2,1 Hz, 1HH14) ; 7,23 (d3Jun = 8,1 Hz ,1H,
H13) ; 7,32 (d,*Jun = 2,1 Hz ,1HH10) ; 7,49 (s, 1HHS) ; 7,68 (s, 1HH5) : 9,43 (s, 1HH1)
ppm.

RMN *3C (75 MHz, CDC}) : & = 24,8 C18) ; 46,2 C15) ; 50,1 C19) ; 56,1 C20ou C21) ; 56,2
(C20 ou C21) ; 56,3C22) ; 68,6 C16) ; 101,6 C1) ; 104,4 C10) ; 107,3 C8) ; 108,3 C13) ;

117,9 C4aou C8a) ; 119,8¢5) ; 122,1 C3) ; 126,2 C9) ; 127,4 C14) ; 128,2 C4) ; 129,0 C4a

ou C8a) ; 149,4C11) ; 149,6 C6) ; 149,7 C7) ; 150,2 C12) ; 153,0C17) ppm.

SM (ESI ionisation positive) : m/z = 412 (M
SM (ESl ionisation négative) : m/z = 127)(l
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5.5.3 6,7-diméthoxy-4-(2-hydroxyéthyl)-3-(4-isopropyloxyphényl-3-méthoxy)-
isoquinoléine 169c

Aspect : solide blanchatre
Mw = 397.18 g.mol?
Formule : C23H27NOs

L’'imine 99 (885 mg, 2,73 mmol) et I'alcyng68b (830 mg, 3,55 mmol) sont mis en récation
suivant le protocole de cyclisation décrit p.118. Le mélange réactionnel obtenu est purifié pai
chromatographie flash sur colonne de silice (acétate d’éthyle /dichlomethane: 5/5 and 7/3) pou
donner 185 mg de compo$69¢ et 562 mg d’un mélange dé9cet169d L’analyse par RMNH

du mélange montre un rati®9c/169dde 67/33 (le rendement global est donc de 69%, et le ratio
169c/169dde 75/25). A des fins d’analys&69d a pu étre précipité de ce mélange a l'aide de
dichlorométhane.

Une optimisation de la purification du compdsg9c a été réalisée : le mélange réactionnel a été
soumis a une colonne de silice moyenne pression éluée avec un mélange acétone/cyclohexane 60
pour donner 169avec un rendement de 73%.

RMN *H (400 MHz, CDCY) : & = 1,41 (d,*Jqn = 6,0 Hz, 6HH18) ; 3,34 (t, 2H3J4y = 7,1 Hz,
H15) ; 3,86 (s, 3HH19) ; 3,87 (t, 2H23J.4 = 7,1 Hz,H16) ; 4,04 (s, 3HH20 ou H21) ; 4,05 (s,
3H, H20 ou H21) ;4,58 (sept, 1H3Juy = 6,0 Hz,H17) ; 6,93 (d, 1H 234y = 8,1 Hz, H13) 6,99

(dd, 1H 2344 = 8,1 Hz,*Juy = 1,8 Hz,H14) ; 7,06 (d, 1H3J4y = 1,8 Hz, H10) ; 7,20 (s, 1HHS8) ;

7,36 (s1H, H5) ; 8,93 (s, 1H, H1) ppm.

RMN *C (100 MHz, CDC}) : § = 22,1 €C18) ; 32,2 C15) ;56,0 CH30) ; 56,1 (CH<O) ; 56,2

(CH30) ; 62,7 €16) ; 71,5 C17) ;102,3(C5) ; 105,9 C8) ; 113,5 C10); 115,4 C13) ; 121,7
(C14) ;123,7 C4 +C8a) ;132,6(C4a) ;134,2(C9) ; 146,9 C12) ; 147,7(C1) ; 150,0(C11lou

C7); 150,1 C11 ou C7) 151,73) ; 153,3 C6) ppm.

SM (ESI positif) : m/z = 398 (M+H); 429 (M+MeOHJ

SMHR (ESI positif) : GsH2sNOs calculé/ mesuré: 398,1967/398,1962

IR : 1138 et 1167 (OiPr) ; 1259 (O-CH3) ; 1581,7 et 1622,8 (Aromatiques) ; 2900-3554 (OH)

Composé 169d : 6,7-diméthoxy-3-(2-hydroxyéthyl)-4-(4-isopropyloxyphényl-3-méthoxy)-
isoquinoléine
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RMN *H (400 MHz, CDC}) : & = 1,44 (d,*Juy = 6,1 Hz, 3HH18) ; 1,45 (d3Jun = 6,1 Hz, 3H,
H18) ; 3,25-3,30 (m, 2HH15) ; 3,79 (s, 3HH20) ; 3,83 (s, 3HH19) ; 4,03 (s, 3HH21) ; 4,19-
4,24 (m, 2HH16) ; 4,64 (sept, 1H3Juy = 6,1 Hz,H17) ; 6,70 (s, 1HH5) ; 6,76 (d, 1H Iy = 1,9
Hz, H10) ; 6,77 (dd, 1H%J.4 = 8,8 Hz,*Juy = 1,9 Hz,H14) ; 7,03 (d, 1H3J4y = 8,8 Hz, H13),
7,36 (s1H, H8) ; 9,13 (s, 1H, H1) ppm.

RMN °C (100 MHz, CDCJ) : § =22,1 C18) ; 22,2 C18) ;33,3 C15) ;56,2(C19et C20); 56,5
(C21) ;64,2 C16) ; 71,5 C17) :103,9(C5) ; 106,1 C8) ; 113,2 C10); 115,4 C13) ; 122,2 C14)
: 123,5 C4a ouC8a) ; 127,9(C9) ; 133,0(C4) ; 135,2(C4a ouC8a); 146,4 C3) ; 147,4(C12)
148,8 C1) ; 150,7 C11); 151,2 C7) ; 155,6 C6) ppm.

SM (ESI positif) : m/z = 398 (M+H)

5.5.4 6,7-diméthoxy-3-(4-isopropyloxy-3-méthoxyphényl)-4-(2-oxoéthyl)-
isoquinoléine 170b

N

Aspect : solide marronatre
My = 395.45 g.mol?
Formule : C23H25NOs

0
7~

S~
1

N

Une solution de chlorure d’oxalyle (180 pL ; 2,084 mmol) dans 8 mL dg€CGldst refroidie a -

80°C. Une solution de DMSO (3Q0L ; 4,168 mmol) dans 4 mL de GEl, est ajoutée goutte a
goutte et le mélange est agité pendant 15 min. Une solution d’dléeo(400 mg ; 1,042 mmol)

dans 30 mL de CHLl, est ajoutée goutte a goutte et I'agitation est poursuivie pendant 30 min. 2,7
mL de DIPEA (15,63 mmol) sont ajoutés lentement, le milieu est agité pendant 15 min a -80°C pui:
pendant 2h a TA. La réaction est arrétée avec l'ajout d’'eau distillée, la phase organique es
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récupérée, séchée sur MgS€ concentrée. Le mélange réactionnel obtenu est purifié sur gel de
silice (Acétone / ChLCl,: 3/ 7) pour donner 290 mg de composé 1{#ehdement : 72 %).

RMN *H (300 MHz, CDC}) : § = 1,41(d, *Jun = 6,0 Hz, 6HH18) ; 3,88 (s, 3HOCH3) : 4,02 (s,
3H, OCH3) ; 4,05 (s, 3HOCH3) ; 4,14 (d, 2H 2344 = 2,1 Hz,H15) ; 4,60 (sept, 1HJyy = 6,0
Hz, H17) ; 6,97 (m, 2H, H1&tH14) ;7,00 (s, 1HH5 ou H8) ;7,06 (m, 1HH10), 7,28 (s1H, H5
ou H8) ;9,06 (s, 1H, H) ; 9,82 (t, 1H3Juy = 2,1 Hz, H16) ppm.

RMN C (75 MHz, CDC}) : § = 22,1 €18) ; 45,3 C15) ;56,0 C19) ;56,1 {C20 ouC21) ; 56,1
(C20 ouC21) ;71,6 C17) ;101,8 C5 0uC8) ;106,1 C5 0ouC8) ; 113,4 C10) ;115,4 C14) ;
118,1 C4) ;121,8 C13) ; 123,6 C8a) ; 132,7 C4a) ;133,6 C12) ;147,3 C9) ; 148,9 C1) ;
150,2 C6) ;150,3 C11) ;152,6 C3) ;153,8 C7); 199,5 C16) ppm.

SM (ESI positif) : m/z = 396 (MP) ; 428 (M+MeOH)

SMHR (ESI positif) : GsH26NOs calculé/ mesuré: 396,1811/396,1815

IR : 1137 et 1164 (OIiPr) ; 1256 (O-CHS3) ; 1581 et 1621 (Aromatiques) ; 1719 (C=0 ald) ; 2974
(CH ald) cm*

5.5.5 lodure de 3-(4-acétoxy-3-méthoxyphényl)-6,7-diméthoxy-2-méthyl-4-(2-
oxoéthyl)-isoquinoléinium 174a

1 :
11707 19 Aspect : solide orange
N Mw = 537.34 g.mol*
21\0 7 o \22 | Formule : C23H24NOe.|

Le composél70a (40 mg ; 0,101 mmol) est dissout dans 1 mL deQGHet 70uL d’iodure de
méthyle (145 mg ; 1,01 mmol) sont ajoutés. Le milieu réactionnel est agité a température ambiant
pendant 24h. Lorsque la réaction est terminée, I'iodure de méthyle et@,GHnt évaporés sous

vide afin d’obtenir 55 mg de produit 174a (rendement quantitatif).

RMN H (300 MHz, CDCY) : = 2,35 (s, 3HH18), 3,84 (s, 3HH19) ; 4,04 (s, 3HH20 ou H21)
£ 4,12 (s, 3HH20 ou H21) ; 4,14 (s, 3H:22) ; 4,24 (sl, 2HH15) ; 6,92 (dd3Jyy = 8,0 Hz,*Jun =
1,9 Hz, 1HH14) ; 7,15 (s, 1HH5) ; 7,18 (d *Ju = 1,9 Hz, 1HH10) ; 7,22 (dJyn = 8,0 Hz ,1H,
H13) ; 8,00 (s, 1H, H8) ; 9,82 (s, 1H, H16) ; 10,20 (s, 1H, H1) ppm.

RMN 3C (75 MHz, CDC}) : § = 20,6 C18) ; 45,2 C15) ; 47,8 C22) ; 56,7 C19) ; 57,3 C200u
C21) ;: 57,9 C20 ou C21) ; 103,1C5) ; 108,3 €8) ; 113,5 C10) ; 121,3 C14) : 123,7 C8a) ;
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124,3 C13); 127,2C4) ; 129,4 C9) ; 135,6 C4a) ; 141,7C12) ; 143,2 C3) ; 146,3C1) ; 152,3
(C11);152,7C6 ou C? ; 158,7 C6 ou C7) ; 168,4C17) ; 197,2 C16) ppm.

SM (ESI positif) : m/z = 350 (MAc), 410 (M), 442 (M+MeOH)
SM (ESI négatif) : m/z = 127l

SMHR (ESI positif) : GsH24NOg calculé/mesuré : 410,1598/410,1601
IR : 1175 et 1217 ((C=0)-0) ; 1260 (O-gH 1508 et 1613 (Aromatiques) ; 1781 (C=0 ald et
C=0) ; 2879 {NCH) ; 2981 (CH ald) cm

5.5.6 lodure de 6,7-diméthoxy-3-(4-isopropyloxy-3-méthoxyphényl)-2-méthyl-
4-(2-oxoéthyl)-isoquinoléinium 174b

o~ 19 Aspect: solide orange
Mw = 537.39 g.mol*
Formule : C24H2sNOs.|

Le composé69c¢(100 mg ; 0,253 mmol) est dissout dans dyCliet 160uL d’'iodure de méthyle

(360 mg ; 2,53 mmol) sont ajouté. Le milieu réactionnel est agité a température ambiante pendat
24h. Lorsque la réaction est terminée, I'iodure de méthyle et }€lgbont évaporés sous vide afin
d’obtenir 135 mg de produit (rendement quantitatif).

RMN *H (300 MHz, CDCJ) : & = 1,45 (d3Jun = 6,0 Hz, 6HH18) ; 3,86 (s, 3HH19) ; 4,08 (s,
3H, H20 ou H21) ; 4,14 (s, 3HH20 ou H21) ; 4,17 (s, 3HH22) ; 4,25 (sl, 2HH15) ; 4,65 (m, 1H,
H17) ; 6,86 (dd>Juy = 8,1 Hz,*Jun = 2,0 Hz, 1HH14) ; 6,95 (d %Jun = 2,0 Hz, 1HH10) ; 7,03
(d, 33un = 8,1 Hz ,1HH13) ; 7,13 (s, 1HHS5) ; 8,06 (s, 1HH8) ; 9,86 (s, 1HH16) ; 10,36 (s, 1H,
H1) ppm.

RMN **C (75 MHz, CDC}) : § = 22,0 €18) ; 45,3 C15) ; 47,6 C22) ; 56,5 C19) ; 57,3 C200u
C21) ; 57,9 C20 ou C21) ; 71,5C17) ; 102,9 C5) ; 108,3 C8) ; 112,4 C10) ; 114,7 C13) ;
121,6 C14) ; 122,6 C9) ; 123,5 C8a) ; 127,2C4) ; 135,6 C4a) ; 141,1 C3) ; 146,1 C1) ; 149,5
(C12) ; 150,9C11) ; 152,6 C6 ou C7) ; 158,66 ou C7) ; 197,2C16) ppm.

SM (ESI positif) : m/z = 350 : (WiPr), 410 (M)
SM (ESI négatif) : m/z = 1277

SMHR (ESI positif) : G4H2sNOs calculé/trouvé : 410,1967/410,1965
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IR : 1141 et 1175 (OiPr) ; 1267 (O-GH 1508 et 1615 (Aromatiques) ; 1718 (C=0 ald) ; 2835
(*NCHs) ; 2977 (CH ald) cil

5.5.7 lodure de fagaronine 28

Aspect : solide jaune
Mw = 477.29 g.mol*
Formule : C21H20NOa4.|

Le composél74a (30 mg ; 0,056 mmol) est dissout dans 0,5 mL de AcOH. 0,3 mL de HBr 40%

sont ajoutés et le milieu réactionnel est agité au reflux pendant une heure. Le milieu réactionnel e:
refroidi & température ambiante. Du MeOH est ajouté afin de faire précipiter la fagaronine, le
précipité est filtré et lavé a I'eau puis séché. 16 mg de fagaronine sont obtenus (rendement : 60%).

Le composél74b (28 mg ; 0.052 mmol) est dissout dans 0,5 mL de AcOH. 0,3 mL de HBr 40%

sont ajoutés et le milieu réactionnel est agité au reflux pendant une heure. Le milieu réactionnel e
refroidi a température ambiante. Du MeOH est ajouté afin de faire précipiter la fagaronine, le
précipité est filtré et lavé a I'eau puis séché. 16 mg de fagaronine sont obtenus (rendement : 65%).

RMN *H (300 MHz, DMSO) : &= 4,04 (s, 3HH14) ; 4,10 (s, 3H, H13 ou H15) ; 4,22 (s, 3H, H13
ou H15) ; 5,00 (s, 3H, H16) ; 7,60 (s, 1H, H10) ; 7,90 (s, 1H, H4) ; 8,15 (s, 1H, H1) ; 8 3%«d,
= 8,4 Hz ,1H, H12) ; 8,31 (s, 1H, H7) ; 8,80 {dy = 8,4 Hz, 1H, H11) ; 9,93 (s, 1H, H6) ppm.

RMN *3C (75 MHz, CDC}MeOD : 1/1) :6 = 51,9 C16) ; 54,8 C130u C15) ; 55,1C130u C15)
: 57,5 €14) ; 101,1 C7) ; 108,5(C10) ; 108,9(C4) ; 111,3 €1) ; 118,1 €11) ;118,7 C10b) ;
120,2 C4a) ;124,4 Cl2a) ;129,8 C12) ; 130,5C10a) ; 131,8C6a) ;141,1 C2) ; 149,6 C4b) ;
150,0 C6) ; 150,5 C3) ; 152,3C9) ; 159,2 C8) ppm.

SM (ESI positif) : m/z = 350 (M), 335 (M-CHa)
SM (ESI négatif) : m/z = 127l
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5.5.8 lodure de 2-O-isopropylfagaronine 175

3 0/15 Aspect : solide jaune
My = 519.37 g.mol*
Formule : C24H26NOa.|

Le composd 74b (50 mg ; 0,093 mmol) est dissout dans 1 mL de AcOH. 0,5 mL de HBr 40% sont
ajouté et le milieu réactionnel est agité a temperature ambiante pendant une heure. Du MeOH ¢
ajouté afin de faire précipiter la fagaronine isopropylée, le précipité est filtré et lavé a I'eau distillée
puis séché. 36 mg de fagaronine isopropylée sont obtenus (rendement : 75%).

RMN 'H (300 MHz, CDC{MeOD) : 8 = 1,52 (d, 6H2Juy = 5 Hz ;H14) : 4,16 (s, 6HH15 et
H16) ; 4,30 (s, 3HH17) ; 4,94 (sept, 1HJuy = 5 Hz,H13) ; 5,05 (s, 3HH18) ; 7,60 (s, 1HH1),
7,84 (s, 1HH4 ouH10), 8,10 (s, 1HH4 ou H10),8,20 (s, 1HH7), 8,22 (d*Jus = 9,0 Hz, 1H,
H12), 8,65 (d3Jun = 9,0 Hz, 1H, H11), 9,71 (s, 1H,8Y ppm.

RMN *3C (75 MHz, CDC}) : 6 = 21,1 C14) ;50,9 €18) ; 55,9 C15 ou C16) 56,1 C15 ou C16
; 56,7 C17) ; 71,3 C13) ; 102,3C7) ; 107,5 C4 ou C10) ; 108,1C4 ou C10) ; 110,7€1) ;
118,1 C11);118,7 C10b) ; 120,2 C4a) ; 124,4C12a) ; 129,8C2) ; 130,5C12) ;131,7 C10a)
; 133,1 C6a) ; 149,6 C4b) ; 150,0 C6) ; 150,5 C3) ; 152,3 C9) ; 159,2 C8) ppm.

SM (ESI positif) : m/z = 392 (M), 349 (M-iPr)
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5.6 Synthese des dérives de la nitidine :

5.6.1 Bromure de 2-(4’-bromobutyl)-6,7-diméthoxy-3-(3,4-
méthylénedioxyphényl)-4-(2-oxoéthyl)-isoquinoléinium 182

Aspect : huile marron
Mw = 567.27 g.mol?
Formule : C24H25BrNOs.Br

10 mg de composd03 (0,028 mmol; 1 éq) sont dissous dans 1 mL deCGH5 éqg de
dibromobutane (0,14 mmol) sont ajoutés et le mélange réactionnel est agité a température ambiar
sous argon pendant 48h. 2 mL de cyclohexane sont ajoutés afin de faire précipiter les cbd3poses
et 182. Le mélange réactionnel est filtré puis purifié sur gel de silicegqGzH100 % puis CHCl,/

MeOH : 95/ 5). 8 mg de composé 182 sont obtenus (rendement : 50 %).

RMN *H (300 MHz, CDC)) : 6 = 1,85-1,92 (m, 2HH2’ ouH3') ; 2,00-2,10 (m, 2HH2’ ouH3')
: 3,33 (t, 2H 234y = 5,1 Hz, H4) ; 4,10 (s, 3HH18 ouH19) ; 4,17 (s, 3HH18 0uH19) ; 4,26(d,
2H, 3Jun = 5,1 Hz, H15) ; 4,57-4,70 (m, 2#41’) ; 6,15 (s, 2HH17) ; 6,79 (s, 1HH10) ; 6,80 (d,
1H, 334 = 8,0 Hz,H13 ouH14) ; 7,01 (d,1H, *Juy = 8,0 Hz, H130u H14) ;7,23 (s,1H, H5 ou
H8) ; 8,10 (s, 1H, K ou H8) ;9,84 (s, 1H, H6) ; 10,79 (s, 1H, H1) ppm.

5.6.2 Bromure de N-(4’-bromobutyl)-nornitidinium 155

12 1261l 2 _0
>13
14,0 ) Aspect : solide jaune
4 Br Mw=549.25 g.mol*
15078 A N\/\/\ Br Formule : C24H23BrNO4.Br

7 6

8 mg de compos&82 (0,014 mmol) est dissous dans 1 mL de AcOH. 1mL de HBr a 40% est ajouté
et le mélange réactionnel est chauffé a 40°C pendant 1h. Un précipité se forme et la réaction e
arrétée. Le mélange réactionnel est filtré et lavé aw€x ¢1 MeOH. 5 mg de compod&5 sont
obtenus (rendement : 65%).
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RMN H (300 MHz, DMSO) & = 1,71-1,77 (m, 2HH3') ; 2,19-2,25 (m, 2HH2’) ; 4,05-4,15 (m,
2H, H4’) ; 4,08 (s, 3HH14 ouH15) ; 4,26 (s, 3HH14 0uH15) ; 5,26-5,32 (m, 2HH1’) ; 6,37 (S,
2H, H13) ; 7,81 (s, 1H) ; 8,00 (4H) ; 8,07 (s, 1H) 8,32 (d, 1H23Jun = 9 Hz,H11 ou H12) ; 8,41
(s, 1H, H ; 8,94 (d, 1H3Juy = 9 Hz, H11 ou H12) ; 10,05 (s, 1H, H6) ppm.

SM (ESI positif) : m/z = 468/470 : 1/1 (W 334 (M-bromobutyl+H)

5.6.3 Bromure de 2-(5’-bromopentyl)-6,7-diméthoxy-3-(3,4-
méthylénedioxyphényl)-4-(2-oxoéthyl)-isoquinoléinium 183

1170 g~ Aspect: huile marron
10 My = 581.29 g.mol-1

19\0 7 8a \/2\/4-\/8r Formule : CxsH7BrNOs.Br
8 1 1 3 5'

10 mg de composd03 (0,028 mmol; 1 éqg) sont dissous dans 1 mL deCGH5 éqg de
dibromobutane (0,14 mmol) sont ajoutés et le mélange réactionnel est agité a température ambiar
sous argon pendant 48h. 2 mL de cyclohexane sont ajoutés afin de faire précipiter les cbd3posés
et 183. Le mélange réactionnel est filtré puis purifié sur gel de silice@GH100 % puis ChLCl,/

MeOH : 95/ 5). 6 mg de composé 183 sont obtenus (rendement : 37 %).

RMN *H (300 MHz, CDCJ) : & = 1,35-1,46 (m, 2HH3") ; 1,66-1,79 (m, 2HH4’) ; 1,85-1,93 (m,
2H, H2") ; 3,31 (t, 2H 234y = 5,1 Hz, H5) ; 4,09 (s, 3HH18) ;4,14 (s, 3HH19) ; 4,30(d, 2H,
334w = 5,1 Hz, H15) ; 4,47-4,57 (m, 2#41’) ; 6,15 (s, 2HH17) ; 6,77 (s, 1HH10) ; 6,78 (d,1H,

334 = 5,0 Hz,H14) ; 6,98 (d,1H, Iy = 5,0 Hz, H13) 7,28 (s,1H, H5 ou H8) ;8,14 (s, 1HH5

ou H8) ;9,81 (s, 1H, H6) ; 10,64 (s, 1H, H1) ppm.

MS (ESI ionisation positive) : m/z = 352 (MH-bromopef}y#21 (M-Br), 500/502 : 1/1 (M),
532 (M+MeOH)
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5.7 Culture cellulaire

5.7.1 Plasmodium falciparum
Selon la méthode développée par Trager et Jénsen.

La culture deP. falciparum intra-érythrocytaire nécessite un changement journalier du milieu
nutritif afin que les cellules ne manquent pas de nutriments et que le pH reste dans les limites c
leur survie (7,2). En effet, lors de leur croissance, les parasites produisent une quantité importan
d’acide lactique qui abaisse le pH. Une épaisseur de milieu défini (1 cm) doit recouvrir le tapis
cellulaire pour que les échanges gazeux entre l'air environnant, enrichi a 5% de CO2 dan
I'incubateur, et la culture soit optimal et ne modifie pas le pH. La culture est maintenue a une
température de 37°C dans l'incubateur. Pour un bon développement des parasites, la parasitémie
maintenue a 2%. Un frottis sanguin est réalisé tous les jours et est coloré au Diff-Quick ou at
Giemsa. La parasitémie est déterminée par comptage du nombre de parasite pour 500 globul
rouges au microscope a immersion. Si la parasitémie est supérieure a 2%, elle est abaissée
divisant le culot globulaire et en y ajoutant des globules rouges non parasités. Pendant le week-er
la parasitémie est ramenée a 0,7%. Le changement de milieu se fait toutes les 24 heures
centrifugeant (800 g) la culture pour remettre une partie du culot globulaire parasité dans ur
nouveau milieu complet.

Tableau 44 : Composition du milieu de culture des parasitd®. falciparum

Boites 25 Boites 75
cm’ cm’
RPMI 1640 9 mL 27 mL
SHAB 7% 700 uL 2,1mL
L-Glutamine 1mM 100 uL 300 pL
Globule rouges totaux
1% 400 pL 1,2mL

5.7.2 Cellules de mammiferes

5.7.2.1MCF-7

MCF-7 est une lignée de cellules tumorales mammaires. Les MCF-7 se cultivent dans du miliel
DMEM enrichi a 10% en sérum de veau foetal (SVF). Deux fois par semaine, quand les cellules
sont confluentes, il faut les passer, c’'est-a-dire les décoller de leur support afin de les reprendre po
réaliser d’autres cultures ou des tests.

Le passage s’effectue en ajoutant sur le tapis cellulaire 3 ml de trypsine-EDTA en laissant incuber
minutes a 37°C. La trypsine-EDTA permet de casser les liaisons entre les cellules et leur support
de les récupérer en suspension. La réaction est arrétée par ajout de DMEM avec sérum.

Le nombre de cellules est ensuite compté sur cellule de Malassez. Une coloration au bleu Trype
est effectuée afin de déterminer le pourcentage de cellules mortes (qui ne devrait pas dépas:s
30%).

Les cellules sont réensemencées au nombre de 3 millions par boite dedehsB0 ml de DMEM

+ 10% SVF et placées dans l'incubateur (37°C, air humidifié, 5% CQO2).
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5.7.2.2VERO

Les VERO sont des cellules épithéliales de rein de singe. Elles se cultivent de la méme facon gt
les MCF-7, mais dans du milieu EMEM complété de 10% de SVF, de 5 mL de NEAA (acides
aminés non essentiels) 50x, de 5 mL de solution de pyruvate de sodium a 200 mM, de 12,5 m
d’'HEPES et de 10 mL de L-glutamine.

5.7.2.3THP1

Les THP1 sont dénombrés sur une cellule de Malassez. La culture est ensemencée dans une pla
96 puits a raison de 2*i0cellules par puits dans 100 puL de milieu. Afin de déclencher la

transformation de monocytes en macrophages on ajoute 40 ng.mL-1 de PMA puis les plaques so
incubées pendant 48h. La culture de monocytes est maintenue a 36 = 1 °C dans un air humidif
enrichi en CO2 (5%) en utilisant comme milieu de culture le RPMI supplémenté avec 10% de SVF.

5.7.3 Leishmania sp. : Amastigotes axéniques

Les évaluations d’activité antileishmanienne effectuées sur des cultures d’amastigotes axénique
permettent I'obtention des résultats sur la phase responsable des différentes manifestations clinigu
chez I'h6te vertébré. En effet, la forme amastigote se développe a l'intérieur des macrophages. |
sont adaptés a la vie intracellulaire et de forme ronde ou ovale. La culture des amastigote
axénigues imite parfaitement les conditions biologiques obsenvé@go c'est-a-dire a l'intérieur

du macrophage (pH acide et température supérieure a 32°C).

Les évaluations biologiques ont été réalisées sur des amastigotes axéniguamaronensid_es
parasites sont maintenus par repiquages tout les cing jours en utilisant le milieu MAA/20 avec ur
pH de 5,8 (Milieu de croissance Axénique pour Amastigote). Ce milieu est préparé a partir du
milieu modifié 199 (Gibco BRL) supplémenté avec 0,5% de Trypto Caséine de Soja, 15 mM de D-
Glucose, 5 mM de L-Glutamine, 25 mM d’'HEPES, 4 mM de Nakl@®23 mM d’hémine et 20%

de sérum bovin fcetal. Les amastigotes axéniqués dmazonensisont maintenus a 32 + 1 °C a
saturation de vapeur d’eau et £(6%)%°

Les Benzo[c]phénanthridines antipaludiques d'origine naturelle : Synthése d'analogues et étude de
leur mode d'action / Conclusions et perspectives



RIVAUD - 137 -

5.8 Mesure de la parasitémie (Plasmodium)

5.8.1 Frottis

Pour réaliser un frottis, la culture doit étre tout d’abord homogénéiséeul 1€iiht préleves et
centrifugés (mini-centrifugeuse 800 g). Le culot est repris dans un volume égal de surnageant. Enfi
5 ul sont étalés sur lame a l'aide d’une autre lanmseehés avec le séche-cheveux.

Pour les tests vivo, la queue des souris est coupée tout au bout. Une goutte de sang est préleve
déposée sur une lame puis étalée a lI'aide d’'une autre lame.

5.8.2 Coloration

Une coloration du frottis sanguin est nécessaire afin de discerner les globules rouges sains de ce
parasités.

Le Giemsa est un colorant neutre composé d'un auiomaide (éosinate azur) et de colorants
basiques (violet de méthyle, bleu de méthyle et azur de méthyle) précipitant dans I'eau. Le précipit
obtenu est un colorant neutre insoluble dans I'eau mais soluble dans I'alcool méthylique. Le
colorant neutre n’est pas actif en solution alcoolique mais il I'est quand il est libéré dans I'eau e
cette libération se traduit par sa précipitation. Les protozoaires dissocient le colorant neutre : le
noyaux (ADN) se colorent en rouge tandis que les cytoplasmes se colorent en bleu.

Préparation du Giemsa :

0,76 g de Giemsa solide sont pesés puis dissous dans 50 mL de glycérol chauffé a 60°C. L
mélange est refroidi a température ambiante puis 50 mL de méthanol sont ajoutés. Le mélange ¢
agité pendant une nuit a température ambiante a I'abri de la lumiere.

La solution de Giemsa est diluée dans du tampon phosphate pH 7,2 juste avant son utilisation.

Le tampon phosphate pH 7,2 est préparé selon le protocole suivant : 0,36 gRf@ KHD,75 g de
NaHPQ, sont dissous dans 1 L d’eau millipore.

Le Diff-Quick commercial repose sur le méme pricipe que le Giemsa, sauf que les 2 colorants acid
et basique sont séparés. Il permet une coloration rapide des frottis.

Avant fixation, les frottis sont fixés au méthanouis une hotte pendant plus d’'une minute

Les lames sont ensuite colorées dans une solution de Giemsa diluée extemporanément a 10% d
du tampon phosphate pH 7,2 pendant 1h (fixation longue) ou a l'aide du Diff-Quick (fixation
rapide). Dans le cas de la coloration au Diff-Quick, les lames sont trempées successivement dans
colorant acide puis le colorant basique.

Les lames sont ensuite lavées a grande eau et séchées a l'air libre.

Pour des raisons pratiques, le colorant Giemsa atiés® pour la coloration d’un grand nombre de
lames (pour les tesis vivo) tandis que le Diff-Quick a été utilisé pour colorer de petites quantités
de lames (moins d’une dizaine).

5.8.3 Microscopie optique

Les frottis colorés sont observés au microscope optique a immersion a un grossissement x1000.
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Sur des champs pris au hasard, le nombre total de globules rouges est compté ainsi que le nom
de globules rouges parasités. En routine, on dénombre au moins 500 globulepoougesluer la
parasitémie. Lors de test d’activité antipaludique, on en compte entre 1000 et 5000.

Parasitémie = Nb de GRP / (Nb de GRNP + Nb de GRP)

5.9 Tests antipaludiques in vitro

L’activité antipaludique des différents produits est évaluée par la microméthode radioactive décrite
par Desjardin et df' Le test est réalisé sur des plaques de culture & 96 puits sur des cultures
principalement au stade anneau. Les parasites sont mis en contact avec les produits pendant 48
37°C (5% de CO2). La croissance du parasite est estimée par le test d'incorporation d’hypoxanthin
tritiée.

L’hypoxanthine est un acide nucléique s’incorporant naturellement a 'ADN. Son marquage au
tritium permet de rendre compte de la croissance des cellules du fait de son incorporation a '’ADN
dans les cellules vivantes. Les valeurs dg Sdnt déterminées graphiqguement sur les courbes des
pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations.

Tableau 45 : Plan type d'une plaque 96 puits

produit 1 produit 2 produit 3

1 2 3 4 5 3] 7 B g |10 11 12
A
B GRF | 100 100 100
C GRF |10 10 10
D GRF |1 1 1
E GRF |01 0,1 0.1
F GRF | 0.01 0.01 0.01
G GRP | CQ II|I:III5 [ cQ Tj | GH|.NF. |
H

Le ler jour, la plague est ensemencée avec un hértatde 2% et une parasitémie de 2% dans
100 pl du milieu complet auquel sont rajoutés 100les drogues aux différentes concentrations a
tester (Tableau 45).

Apres 24 heures d’incubation, 20 de solution d’hypoxanthine tritiece a L@i/ml (740 Bqg/puits)

sont ajoutés dans chaque puits.

Apres 48 heures d’incubation, la plague est mise au congélateur afin de provoquer la lyse de
globules rouges au moment de la décongélation.

Enfin le contenu de la plaque est déposé sur filtre grace au collecteur de cellules. Le filtre es
déposé dans un sachet avec 4 ml de liquide de scintillation, soudé, puis placé dans une cassette.
cassette est finalement insérée dans le compteur b (1450-Microbeta Trilux, Wallac Perkin Elmer
qui permet de mesurer la radioactivité de chaque puit (Photo 8).
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Photo 8 : Principe des tests antipaludiques

5.10 Tests sur cellules MCF7 et VERO in vitro

L’évaluation de la cytotoxicité suit la méme méthode que le test de I'activité antipaludique, mais en
remplacantP. falciparumpar des cellules de mammiferes, comme par exemple MCF-7, cellules
tumorales mammaires ou VERO, cellules de rein de singe.

Cependant, il existe quelques modifications mineures, du fait du mode de culture différent. En effet
les cellules utilisées pour les tests de cytotoxicité sont des cellules adhérentes et leur croissance
plus lente. C’est pourquoi leur ensemencement en plaque 96 puits se fait 24 heures avant leur mi
en contact avec les produits a tester. Apres 24 h, les cellules adherent au fond du puit, le milieu €
changé, les puits lavés, puis les drogues sont ajoutées, leur dilution étant réalisée dans du mili
complet. Le milieu utilisé dépend des cellules utilisées (DMEM ou EMEM).

De méme que pour le test d’activité antipaludique, I’hypoxanthine tritiée est ajoutée 24 heures apré
la mise en contact avec les produits et la plaque est mise au congélateur 48 heures apres. Enfir
mesure de la radioactivité se fait comme le test d’activité antipaludique.

5.11 Tests antipaludiques in vivo

Les tests in vivo ont été réalisés selon le protocole mis au point par‘Peters.

Le premier test a été réalisé comme suit :

L’activité antipaludique de la fagaroni@8 a été évaluée sur des souris Swiss males (20 g) +/- 2
infectées palP.berghel Avant infection des souris ayant servi pour le test, les parasites ont été
décongelés, injectés et maintenus dans 4 souris. Le sang parasité a été prélevé au niveau du Si
rétro-orbital et chaque souris a été infectée par 2" paasites par voie intra-péritonéale (J0). Les
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animaux infectés ont été divisés par lots de 10 par cage et ont été traités intra-péritonéaleme
chaque jour pendant 4 jours (JO a J3).

A la fin du traitemement, un frottis sanguin a été réalisé a partir d'une goutte de sang provenant d
la queue de chaque souris, fixé au méthanol et coloré au Giemsa (J4). Les lames ont été examir
au microscope et la parasitémie comptée pour 5000 globules rouges.

La survie des souris a été suivie pendant plusieurs jours.

La fagaronine28 a été testée a 3 concentrations (10, 5 et 2,5 mg/kg) diluée dans du DMSO de
maniere a ce que chaque souris recoive l@@ solution. L'expérience a inclu 10 souris pases
témoins recevant 100 de DMSO ainsi qu’un lot contréle de 8 souris &a# par une solution de
chloroquine a 10 mg/kg diluée dans de I'eau.

Le second test de la fagaronire&2été réalisé comme sulit :

L’activité antipaludique de la fagaroni@8 a été évaluée sur des souris Swiss males (20 g) +/- 2
infectées paP.vinckei petteri Avant infection des souris ayant servi pour le test, les parasites ont
été décongelés, injectés et maintenus dans 4 souris. Le sang parasité a été prélevé au niveau
sinus rétro-orbital et chaque souris a été infectée par 1 patéisites par voie intra-péritonéale (JO).
Les animaux infectés ont été divisés par lots de 5 par cage et ont été traités intra-péritonéaleme
chaque jour pendant 4 jours (JO a J3).

A la fin du traitemement, un frottis sanguin a été réalisé a partir d'une goutte de sang provenant d
la queue de chaque souris, fixé au méthanol et coloré au Giemsa (J4). Les lames ont été examing
au microscope et la parasitémie comptée pour 5000 globules rouges.

La survie des souris a été suivie pendant plusieurs jours.

La fagaronine28 a été testée a 4 concentrations (1, 2,5, 5 et 10 mg/kg) diluée dans du DMSO de
maniére a ce que chaque souris recoivel@® solution. L'expérience a inclu 5 souris paesest
témoins recevant 100 de DMSO, 5 souris parasitées témoins ne recevaniratraitement ainsi

que deux lots contréle de 5 souris chacun traitées respectivement par une solution de chloroquine
1 et 10 mg/kg diluée dans de l'eau.

5.12 Affinité avec I'heme

Le protocole utilisé est adapté du protocole publié par Ejdm différence avec ce protocole est
gu'ici la titration se fera a concentration constante en hémine.

Les manipulations de titration se font & une température constante de 20°C.

Une solution stock d’hémine 1 mM dans le DMSO est préparée. Celle-ci est repréparée chaque jou
Une solution du produit titrant 1 mM (dans le DMSO pour la fagaronine et dasg8 pdur la
chloroquine) est préparée.

Une solution d’HEPES 0.2 M est préparée a partir d’'une solution d’'HEPES 1M.

Une solution A est préparée selon le protocole suivant :

Dans une fiole jaugée de 10 mL, ajouter 4 mL de DMSO, 1 mL de solution HEPES a 0.2IM, 20
de solution d’hémine a 1 mM puis completer a 10 mL avec de I'eau distillée

Concentration en hémine : Mu

Une solution B est préparée selon le protocole suivant :
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Dans une fiole jaugée de 5 mL, ajouter 1 mL de DMSO pour la fagaronine et 2 mL de DMSO pour
la chloroquine, 0.5 mL de solution HEPES a 0.2 M, 1 mL de solution de titrant (fagaronine ou
chloroquine) et 10 lude solution d’hémine a 1 mM. Compléter a 5 mL aded’eau distillée.
Concentration en titrant : 200V

Une solution de référence (blanc de I'UV) est préparée selon le protocole suivant :
Dans une fiole jaugée de 10 mL, ajouter 4 mL de DMSO, 1 mL de solution HEPES a 0.2 M puis
compléter a 10 mL avec de I'eau distillée.

Une titration a blanc est nécessaire pour corriger les valeurs obtenues lors de la titration avec
fagaronine. Cette titration est réalisée avec des solutions A et B réalisées selon les protocole
précédemment établis mais pour lesquelles la solution d’hémine a 1 mM n’aura pas été ajoutée.

Le protocole de titration utilisé est le suivant :

On titre 2 mL de solution A, contre la solution de référence, en mesurant I'absorbance a 402 nm.
42 points de L en 5puL de 1 a4 42

10 points de 1QiL en 10pL de 43 a 52

10 points de 5@iL en 50uL de 53 a 62

La premiére mesure se fait avant ajout de la solution B (point 1)

L’expérience de titration de la solution A par la solution B est réalisée trois fois afin de vérifier la
validité et la reproductibilité des résultats.

5.13 Fluorimétrie

Trois solutions de fagaronine a 0.01 mg/mL respectivement dgds MBS tamponné a pH 5 et
PBS tamponné a pH 7 sont préparées. Le pH du PBS est modifié a I'aide d’ HCI.

Les spectres UV de ces trois solutions ont été réalisés et les longueurs d’onde d’excitation de |
fagaronine ont été déterminées.

Les scans d’émission de la fagaronine en excitant aux différentes longueurs d’onde d’absorption ol
éte réalisés afin de déterminer la fluorescence de la molécule.

Certains scans d’excitation de la fagaronine a une longueur d’onde d’émission donnée ont été aus
réalisés.

Les méme manipulations ont été réalisées sur la nitidine afin d’avoir un point de comparaison.
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5.14 Tests leishmanicides in vitro et in vivo

5.14.1 Tests in vitro sur amastigotes axéniques

Les parasites sont dénombrés sur une cellule de Malassez puis ensemencés dans une plaque d
puits & une concentration de 2XJfarasites/puits dans 90 de milieu. Les échantillons & tester
ainsi que lamphotéricine B, préalablement dilués aux concentrations voulues, sont alors
additionnés en triplicat dans les puits pour un volume additionnel de 10 pL. Aprés 72h d’incubatior
(& 32 + 1°C), on ajoute un volume de 10 puL de MTT (10 md).®ei les plaquets sont remises dans

les incubateurs. Aprés 3h30 d’incubation, la réaction de réduction est arrétée par ajout d'un
solution d’isopropanol 50% et SDS 10% (pH 5,4). Puis les plagues sont remises a incuber penda
30 minutes a température ambiante. L'absorbance de chaque puit est mesurée a 600 nm sur
lecteur de microplaques.

5.14.2 Infection des macrophages

Apres les 48h d’incubation requises pour la transformation des THP1 en macrophages (voi
5.7.2.3), les macrophages sont infectés avec les amastigotes axéniguasdeonensigour cela
chaque puit est rincé avec 100 pL de RPMI (supplémenté avec 10% SVF) puis les parasites so
ajoutés dans un volume de milieu de 100 pL. En effet, la concentration de parasites est e 32x1
parasites par mL, ce qui correspond a un ratio d’'infection entre les parasites et les cellules de 16/
Puis les plaques sont mises a incuber pendant 4h.

5.14.3 Tests in vitro sur macrophages infectés

Apres linfection des macrophages par les amastigotes axéniques, chaque puit est rincé avec 100 |
de RPMI 10% SVF puis 90 pL de RPMI 10% SVF sont ajoutés ainsi que 10 pL de chaque
échantillon a tester ou de drogue controle en triplicat. Les plaques sont ensuite remises a incubel
37°C et 5% CQ

La lecture des plaques se fait au bout de 24, 48, 72 et 96h. 90 pL de surnageant sont prélevés p
40 pL de tampon de lyse GLO sont ajoutés. Les plaques sont laissées pendant 7 a 9 minutes puis
lyse cellulaire est vérifiée a I'aide d’'un microscope. Puis 40 pL de tampon luciférase sont ajoutés
Enfin, chaque puit est mélange, 70 pL de surnageant sont prélevés et transférés sur une plag
blanche. Cette plaque est lue sur un luminométre VICTOR.

5144 Tests leishmanicides in vivo

L’activité leishmanicide des composés testésivo (chélérythrine3, fagaridine31 et avicine) a
éte déterminée sur des souris infectées par L. amazo(ensibe LV79).

Chaque produit a été testé sur un groupe de 6 souris de type BALB/c agée de 6 semaines infecte
par 5x10 amastigotes par patte, sur les deux pattes postérieures, au niveau des coussine
plantaires.
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Les produits sont testés a une dose unique de 5 mg/kg en injection dans la Iésion provoquée [
l'infection. Le traitement débute une semaine aprés l'infection et dure trois semaines duran
lesquelles les souris sont traitées deux fois par semaines.

Afin de determiner I'activité des composés testés, la charge parasitaire totale est évaluée ainsi que
poids tissulaire infecté et ce a [d"3semaine aprés le début du traitement et &'1as@maine aprés

le début du traitement. Pour cela, a chaque évaluat(@li ¢8 6™° semaine) 3 souris de chaque
groupe sont euthanasiées, les tissus infectés sont prélevés et pesés. Ceux-ci sont ensuite mis
contact avec un perturbateur cellulaire afin d’extraire les amastigotes des cellules. Les amastigot:
sont comptés a l'aide d’'un microscope a fluorescence. Grace a ces deux résultats, pour chaq
compose testé, la charge parasitaire par poids tissulaire infecté est calculée. Cette charge peut ¢
divisée par celle correspondant au contrble afin d’obtenir un ratio indicateur de l'activité d’'un
COMpOSE.
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Structures des molécules testées
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Les benzo|[c]phénanthridines antipaludiques d’origine naturelle : Synthése d’analogues et
étude de leur mode d’action

Lors de précédents travaux au laboratoire PharmaDev, des benzo[c]phénanthridines telles que
nitidine ont été extraites déanthoxylum rhoifoliumplante utilisée traditionnellement contre le
paludisme en guyane. Ce type de molécules posséde des activités intéressantes contre le paludis
et des études au laboratoire ont montré que la nitidine pouvait avoir un mode d’action similaire ¢
celui de la chloroquine.

Le but de ce travail est de synthétiser des dérivés de benzo[c]phénanthridines comportant ur
chaine aminoalkyle. Cet ajout a pour but de favoriser I'inhibition de la formation d’hémozoine au
sein du parasite grace a I'accumulation des composés aminoalkylés dans la vacuole digestive.

Au cours de ce travail, nous avons synthétisé la norfagaronine en utilisant une synthése publiée po
la nornitidine puis nous avons adapté cette synthese pour obtenir la fagaronine. Nous avon
également pu obtenir des dérivés de la nitidine N-substitués. Les dérivés aminoalkylés envisage
devraient étre obtenus rapidement a partir de la fagaronine et des dérivés synthétises.

La fagaronine tres activia vitro surP. falciparuma également été testéevivo. Ce produit a une
excellente activité sur souris impaludées, équivalente a celle de la chloroquine.

Le potentiel leishmanicide de la fagaronine et plusieurs autres benzo[c]phénanthridines a égaleme
été évalué. La chélérythrine posséde une excellente aatiwido, mais n’est pas activie vivo.

La fagaridine par contre, malgré une activité plus modeste in vitro est active in vivo.

Ce travail montre donc l'intérét des benzo[c]phénanthridines comme antiparasitaires et ouvre I
voie pour synthétiser des dérivés aminoalkylés susceptibles d’améliorer leur activité antipaludique.

Mots-clé : Paludisme, leishmaniose, benzo[c]phénanthridines, fagaronine, synthése.

Antiplasmodial benzo[c]phenanthridines of natural origin: synthesis of analogs and study of
their mechanism of action.

During previous work in Phamadev laboratory, nitidine and others benzo[c]phénanthridines have
been isolated fronZanthoxylum rhoifoliuma plant traditionally used in French Guyana to treat
malaria. Benzo[c]phenanthridines are known for their interesting antiplasmodial activities, and we
showed that nitidine could have the same mechanism of action as chloroquine.

The aim of this work is to synthetize benzo[c]phenanthridines bearing an aminoalkyl sidechain, in
order to promote their accumulation in the plasmodial food vacuole, and optimize their
antiplasmodial activity.

During this work, norfagaronine was synthetized using a synthesis previously published for
nornitidine. This synthesis was then adapted to obtain fagaronine. N-sustituted derivatives o
nitidine have also been obtained. The targeted aminoalkyl derivatives should be obtained rapidly.
Fagaronine was shown to be very active agdmgalciparumin vitro and was therefore tested

vivo. Fagaronine showed a very gandivo activity, similar to chloroquine, on mice infected with

P. vinckei petteri

Antileishmanial activity of fagaronine and other benzo[c]phenanthridines has also been evaluatec
Chelerythrine showed the best activittyvitro, but a lower activityn vivo. Fagaridine was the most
active benzo[c]phenanthridine tested in vivo.

This work shows that benzo[c]phenanthridines are interesting antimalarial and antileishmanial
molecules and paves the way for structural optimisation.

Keywords : Malaria, leishmaniasis, benzo[c]phenanthridines, fagaronine, synthesis
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