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beaucoup appris, avec l’aide de mes collaborateurs et superviseurs — qu’ils en soient ici 
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leur parti de mes travaux et expériences passés pour concevoir aujourd’hui mes propres 

projets de recherche. 

Cette réflexion inclut un aspect épistémologique : la chimie médicinale, domaine 

auquel je suis très associé, est à mon sens à un tournant de son histoire, et des possibilités 
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d’étudier les mécanismes du vivant. 
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rale Chimie et Sciences du Vivant et de l’Agence Nationale de la Recherche au projet qui 
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La possibilité de diriger des recherches constitue le corollaire de cette volonté 

d’émancipation. Le présent manuscrit est ainsi également consacré à vous convaincre, 

Mesdames et Messieurs les membres du jury — vous qui m’avez fait l’honneur 

d’accepter d’étudier et de juger ce travail —, de la légitimité de cette démarche. 
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CHAPITRE 1 

 

DES CONTEXTES HISTORIQUE ET ÉPISTÉMOLOGIQUE,  

ET DES AMBITIONS DE LA CHIMIE MÉDICINALE 

Tout au long du XXe siècle, la chimie a bénéficié d’un essor considérable et sans 

précédent. Son développement se mesure à l’aune des progrès techniques réalisés pendant 

cette période, que ce soit en termes de séparation, de caractérisation de molécules ou de 

synthèse à grande échelle, via l’apparition des techniques chromatographiques, de la ré-

sonance magnétique nucléaire, de la radiocristallographie, ou encore de la catalyse hété-

rogène. En parallèle, une révolution conceptuelle a émergé sous l’influence de la théorie 

des orbitales et de la chimie quantique, illustrée notamment en France par l’abandon pro-

gressif de la « chimie au lasso » d’Auguste Béhal au profit d’une compréhension des mé-

canismes réactionnels à l’échelle électronique.1 Dans l’après seconde guerre mondiale, 

ces avancées techniques et conceptuelles ont ouvert la voie à un élargissement de la por-

tée de la chimie dans les sciences connexes, comme en biologie (découverte de la struc-

ture moléculaire de l’ADN en 1953,2 et de celle d’une protéine, la myoglobine, en 1958),3 

en pharmacie (découverte de la première benzodiazépine en 1955,4 première synthèse de 

la morphine en 1956),5 ou en sciences des matériaux (grands principes de la chimie des 

polymères en 1953,6 synthèse des éthers couronne en 1967).7 Elles ont également conduit 

à un développement industriel majeur dans les domaines de la chimie fine, des matériaux, 

ou du médicament. Cependant, George M. Whitesides note en 2015 que progressivement, 

et en particulier depuis les années 1990, les chimistes académiques et industriels se sont 

concentrés sur de fines améliorations des concepts préétablis et sur le développement ité-

ratif de réactions et de molécules, abandonnant progressivement l’ambition des grandes 

découvertes du siècle à d’autres disciplines.8  

La chimie médicinale s’est pleinement installée dans ce processus. Provenant des 

interactions entre la chimie et la biochimie naissante au début du XXe siècle, cette disci-

pline s’est construite sur une série de concepts, comme le modèle clé-serrure d’Emil Fis-
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cher (1894),9 la notion de récepteur de Paul Ehrlich (1900),10 et plus tard, l’idée 

d’ajustement induit (« induced fit ») des protéines formulée par Daniel E. Koshland 

(1958)11 suivie de celle d’effet allostérique, par Jacques Monod, Jeffries Wyman et Jean-

Pierre Changeux (1965).12 Ces concepts ont formé la clé de voûte d’un paradigme qui a 

longtemps permis un dialogue fructueux entre chimistes et biologistes, au cours de ce qui 

peut être considéré comme la « seconde ère » de la chimie médicinale (après une « pre-

mière ère » dominée par la chimie organique). Mais au début des années 1990, la chimie 

commence à s’effacer : sa contribution est toujours reconnue mais elle n’est plus perçue 

comme une force motrice, et les biotechnologies apparaissent comme le nouvel horizon 

prometteur pour l’industrie pharmaceutique.13 Les plus grands espoirs des années 1990 et 

2000 dans le domaine de la santé sont en effet suscités par les technologies de la biolo-

gie : citons la thérapie génique, l’utilisation des cellules souches embryonnaires (après 

leur découverte chez l’humain en 1998),14 ou la médecine personnalisée (en lien avec le 

séquençage du génome humain en 2001).15,16 De leur côté, les chimistes médicinaux font 

le plus souvent preuve d’une ambition excessivement modeste, en considérant aveuglé-

ment la biologie sous-jacente à leurs projets comme un socle solide et inébranlable, sans 

être conscients de l’apport potentiel des 

petites molécules dans le déchiffrage des 

liens entre les pathologies et les cibles 

biologiques étudiées.17 

Mais les efforts réalisés sur deux 

décennies pour développer la thérapie 

génique, par exemple, ont produit des 

résultats particulièrement décevants. Et, 

bien que les travaux de séquençage de 

l’ADN aient en effet apporté un regard 

nouveau sur de nombreuses pathologies, 

les petites molécules sont souvent évo-

quées comme le chaînon manquant dans 

la théorie fondamentale de la biologie 

moléculaire.18 Ce constat mène à la struc-

turation, à l’aube des années 2000, d’une 

discipline nouvelle mêlant intimement la 

 
La Gravure sur bois de Flammarion représente un 

missionnaire du Moyen-Âge qui, passant la tête à 

travers la voûte céleste, découvre le ciel empyrée. 

C’est aussi une allégorie du changement de para-

digme : on peut y voir un chimiste médicinal dé-

passer les bases de la biologie qu’il utilise, pour 

en étudier les mécanismes sous-jacents.  

Illustration issue de C. Flammarion. L'atmos-

phère : météorologie populaire. Paris, 1888. 
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biologie moléculaire, la biochimie et la chimie médicinale : la chémobiologie (en anglais, 

« chemical biology »). De nombreux journaux scientifiques sont créés à cette occasion 

par des éditeurs prestigieux, comme Nature Chemical Biology (2005) ou ACS Chemical 

Biology (2006). Cette science, qui porte en elle l’ambition de traduire les percées réalisées 

au niveau génétique dans la réalité de la biologie fonctionnelle,19 replace la chimie au 

centre de la compréhension moléculaire des systèmes vivants. Elle consiste en effet en le 

développement de petites molécules comme sondes, outils et effecteurs moléculaires, 

dont l’interaction avec les biomacromolécules, y compris dans un contexte cellulaire ou 

in vivo, est utilisée pour élucider leur structure, leur fonction, et leur rôle dans les proces-

sus biologiques et les pathologies associées. Dans cette optique, la chémobiologie 

s’appuie sur des concepts novateurs, comme celui de bio-orthogonalité — et sur des mé-

thodes chimiques développées ad hoc, comme la ligation de Staudinger20 ou la « chimie 

click ».21,22 Il devient ainsi possible de marquer sélectivement des biomolécules au sein de 

leur environnement natif, sans interférer avec les très nombreuses fonctions chimiques 

utilisées par les systèmes vivants. 

La chémobiologie se présente donc comme un couteau-suisse dont les différents 

outils peuvent être utilisés seuls ou en combinaison, suivant les contextes et les spécifici-

tés des cibles et processus étudiés : citons pêle-mêle les sondes fluorescentes,23,24 les 

groupements photoréactifs,25 les acides aminés non canoniques,26,27 les PNA (« Peptide 

Nucleic Acids »),28 les fragments moléculaires,29 les effecteurs immobilisés sur matrice,30 

ou les outils de stabilisation de biomolécules et d’interactions.31,32 Mentionnons égale-

ment les sondes chimiques capables d’interroger le rôle d’une biomolécule en modulant 

sa fonction, qui se situent quant à elles au carrefour de la chémobiologie et de la chimie 

médicinale, puisque si les finalités divergent, l’effet recherché est souvent le même dans 

les deux disciplines : l’inhibition sélective de la fonction d’une cible thérapeutique. Ainsi, 

l’existence de ce continuum chémobiologie–chimie médicinale permet d’envisager des 

projets de recherche plus ambitieux, associant l’étude fondamentale des biomolécules et 

des processus biologiques ainsi que la validation de cible d’un côté, avec la recherche de 

candidats médicaments de l’autre.33 Dans ce processus, les petites molécules et la chimie 

en général occupent de nouveau une place centrale : c’est le retour de la « central 

science » popularisée par Theodore L. Brown et H. Eugene LeMay dans les années 

1970.34 Plus récemment, le double rôle de la chimie dans l’élucidation des bases molécu-

laires de la vie et dans le « drug design » rationnel est évoqué comme l’une des opportu-



24 

 

nités principales pour le futur de la discipline.8 Ces deux aspects peuvent — et, sans 

doute, doivent — constituer les deux facettes complémentaires des projets académiques 

de chimie médicinale dans les années à venir. 

Les exemples illustrant le potentiel de cette association entre la chimie médicinale 

et la chémobiologie sont aujourd’hui légion. Les méthodes, conceptions et applications se 

confondent et se nourrissent fréquemment. Les techniques de criblage et de modulation 

chimique empruntées à la chimie médicinale mènent à l’observation d’un phénotype cel-

lulaire, que les modifications et les techniques spécifiques à la chémobiologie permettent 

de relier à une cible (Figure 1).35–37 La conception des molécules actives peut être réalisée 

à partir de fragments, dont les interactions sont scrutées sur cellules, et qui conduisent 

ensuite à des inhibiteurs plus complexes par un savant travail de broderie moléculaire.38 

Des inhibiteurs peuvent être développés puis modifiés sous forme de pro-drogues fluores-

centes traçables, dont l’irradiation permet la libération spatiotemporelle contrôlée du 

principe actif.39 Dans chacun de ces exemples choisis parmi tant d’autres, le développe-

ment de petites molécules constitue une part centrale du projet, et soulève des probléma-

tiques qui font pleinement appel au savoir-faire des chimistes médicinaux : modulation 

chimique et diversification moléculaire, introduction d’espaceurs sans perte d’affinité, 

manipulation de motifs photoréactifs ou photoactivables, génération d’analogues actifs et 

inactifs, assemblage de fragments d’intérêt, introduction de motifs fluorescents ou fluoro-

géniques.  

 

Figure 1. Un exemple de continuum chimie médicinale–chémobiologie : la découverte d’un inhibiteur de 

voie de signalisation impliquée dans le cancer mène à l’identification de sa cible moléculaire et à 

l’émergence d’une nouvelle sonde chimique. 

 Définitivement au centre du jeu, les chimistes ont toute latitude pour mener ces 

projets de rupture, laissant de côté les outils moléculaires génériques pour en créer 

d’autres aux propriétés innovantes, plus finement conçus et adaptés au mieux à leur cible.  
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CHAPITRE 2 

 

DES TRAVAUX DE RECHERCHE ANTÉRIEURS,  

ET DE LA PRODUCTION SCIENTIFIQUE ASSOCIÉE 

Dans ce chapitre, une partie seulement de mes travaux de recherche antérieurs se-

ront présentés, de manière délibérée : il s’agit de ceux qui ont réellement permis de struc-

turer le projet de recherche développé au chapitre 3 — pour un aperçu plus complet des 

travaux, le lecteur est invité à se reporter à la liste des publications fournie en annexe.  

2.1. Développement d’aurones comme sondes pour l’étude des 

sites actifs de différentes tyrosinases, et comme agents thérapeutiques 

contre la tyrosinase humaine (2008–2019, avec A. Boumendjel) 

Les tyrosinases (TY) sont des métalloenzymes à centre binucléaire de cuivre ubi-

quitaires dans le vivant, et notamment chez les mammifères, les plantes, les champignons 

et les bactéries, où elles jouent des rôles variés. Chez l’Homme, la tyrosinase (hsTY) 

permet les oxydations successives de la L-tyrosine et de la L-DOPA en quinones réac-

tives, ouvrant ainsi la voie au processus de mélanogénèse par polymérisation dans 

l’épiderme.40 Par conséquent, hsTY représente une cible de choix pour le traitement des 

désordres liés à la mélanine, comme les hyperpigmentations ou les lésions cutanées. De 

nombreux inhibiteurs de TY sont actuellement utilisés à des fins cosmétiques comme 

agents blanchisseurs de la peau, ou pour traiter des hyperpigmentations. C’est le cas de 

l’hydroquinone, l’un des premiers agents dépigmentant introduits en clinique, utilisé de-

puis plus de cinquante ans. Néanmoins cette utilisation s’accompagnerait d’un effet can-

cérigène, et son utilisation est proscrite au sein de l’Union Européenne depuis 2001. 

L’acide kojique est un inhibiteur également très répandu en dermocosmétique, mais son 

utilisation est de plus en plus controversée à cause de ses propriétés allergènes et muta-

gènes suspectées. Globalement, le développement d’inhibiteurs plus efficaces, sélectifs et 
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sans danger constitue un besoin des industries pharmaceutiques et dermocosmétiques 

depuis de nombreuses années. 

En 2006 au Département de Pharmacochimie Moléculaire, des molécules de la 

famille des aurones ont été découvertes comme inhibiteurs de la TY de mélanocytes hu-

mains à l’occasion de tests cellulaires.41 Les aurones constituent une classe mineure de 

flavonoïdes naturels dont le potentiel en chimie médicinale, bien que prometteur,42,43 

avait auparavant été peu étudié. La découverte initiale de leur activité anti-TY en contexte 

cellulaire n’a cependant pas été suivie d’une validation sur enzyme isolée (Figure 2). 

Dans ce contexte, mon implication dans le projet débute en 2008, avec un double objec-

tif : (1) développer de nouveaux inhibiteurs plus efficaces grâce à l’apport de complexes 

biomimétiques et de la modélisation moléculaire ; et (2) explorer le degré d’homologie 

entre les sites actifs des différentes TYs (champignons, bactéries, humain), dont seul un 

représentant avait été cristallisé à l’époque, la TY de la bactérie Streptomyces casta-

neoglobisporus (scTY).44 Ce projet a été mené en collaboration avec le Dr. Marius Ré-

glier, Aix-Marseille Univ., et les Dr. Catherine Belle et Hélène Jamet, Univ. Grenoble 

Alpes. 

 

Figure 2. Structure générale des aurones ; structure et activité des aurones identifiées comme inhibiteurs de 

la production de mélanine au sein de mélanocytes humains. 

Une première série de 6-hydroxyaurones diversement hydroxylées sur le cycle B a 

été préparée, afin d’évaluer l’impact de la substitution de ce cycle sur l’activité 

d’inhibition de la TY du champignon Agaricus bisporus, abTY.45 De manière intéres-

sante, les deux composés de type 4’-hydroxy et 3’,4’-dihydroxy (composés 3d et 3e, voir 

Tableau 1) ont présenté des comportements de substrats coopératifs de l’enzyme, et non 

d’inhibiteurs comme précédemment décrit lors des tests sur mélanocytes. Ces deux com-

posés sont en effet progressivement oxydés en quinones lors du contact avec abTY. Ce 

comportement est cohérent avec l’analogie structurale de ces deux composés avec les 

substrats naturels L-tyrosine et L-DOPA. En revanche, le comportement d’activateur hy-

perbolique des dérivés 2’-hydroxy et 3’-hydroxy (composés 3b et 3c, voir Tableau 1) est 
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plus surprenant. Enfin, un premier composé « hybride » (composé 3g, voir Tableau 2), 

possédant à la place du cycle B un motif de type 2-hydroxypyridine-N-oxyde (HOPNO), 

et dont la synthèse est décrite plus bas (Schéma 2), a été identifié comme un inhibiteur 

mixte de l’enzyme (IC50 = 1,5 µM, Kic = 1,3 µM et Kiu = 1,6 µM). Le mode de liaison de 

3g au site binucléaire de cuivre de l’enzyme a en outre été étudié par modélisation molé-

culaire et RPE, à partir d’un complexe modèle de TY déjà décrit (Figure 3). Cette étude a 

mené à la détermination du mode chélatant comme le plus favorable d’un point de vue 

énergétique, par rapport au mode pontant. Pris ensemble, les effets des différentes molé-

cules étudiées (activateur hyperbolique, substrat coopératif, inhibiteur mixte) convergent 

vers l’hypothèse de la présence d’un site allostérique dans la structure tridimensionnelle 

de abTY, dans lequel se fixeraient les aurones. Ce site n’a pas été identifié pour le mo-

ment. 

 

Figure 3. Structure du complexe modèle utilisé et modes de liaison étudiés pour le composé 3g. 

La synthèse de vingt-quatre analogues polyhydroxylés a ensuite été réalisée, via 

plusieurs méthodes de synthèse et des stratégies différentes, suivant le degré 

d’hydroxylation des cycles A et B des aurones (Schéma 1).46 Confrontés à des TYs de 

deux sources différentes, l’une de champignon (abTY) et l’autre de bactérie (Strepto-

myces antibioticus, saTY), ces composés ont adopté quatre comportements différents, 

dans la lignée de ce qui avait été identifié lors de l’étude précédente : les dérivés de type a 

n’ont montré aucune activité sur les deux enzymes ; les dérivés de type b et c agissent en 

tant qu’activateurs de abTY et en tant qu’inhibiteurs faibles de saTY ; les dérivés de type 

Pontant Chélatant 

Epontant > Echélatant 
+16 kcal/mol 
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d et e ont été oxydés par les TYs et sont donc des substrats alternatifs ; et les dérivés de 

type f sont des inhibiteurs des deux enzymes. Le motif présent sur le cycle B de ces molé-

cules détermine donc leur comportement face aux TYs (Tableau 1). Enfin, si le type 

d’effet semble lié à la position des groupes hydroxy du cycle B des aurones, l’ampleur de 

l’affinité des composés varie suivant la substitution du cycle A. Les écarts d’activité cons-

tatés sont parfois considérables : le déplacement du groupement 4-hydroxy du composé 1f 

en position 5 (composé 2f) mène ainsi, dans le cas de abTY, à une diminution de l’action 

inhibitrice d’un facteur supérieur à 100. Des différences très importantes sont également 

observées pour une même molécule entre ses effets sur abTY et sur saTY : un facteur 20 

par exemple dans le cas du composé 2f. En résumé, il semble donc que le développement 

d’inhibiteurs ou d’effecteurs agissant sur l’une ou l’autre enzyme requiert des éléments 

structuraux distincts. 

Quelques représentants de cette série d’analogues polyhydroxylés, les composés 

1a, 1f, 3c, 3d, 4a, 4c et 4d, ont également été testés dans le cadre de la caractérisation et 

de la production d’une nouvelle TY de champignon, issue de Polyporus arcularius (pa-

TY).47 Par rapport à abTY, cette enzyme possède l’avantage de n’exister que sous un seul 

isozyme et de ne pas présenter d’activités enzymatiques annexes risquant d’interférer 

avec les tests d’inhibition. Par conséquent, elle peut constituer une alternative intéressante 

à abTY, dont l’emploi est controversé. De manière intéressante, si les comportements des 

aurones face à paTY sont très similaires à ceux observés lors des études sur abTY, les 

valeurs obtenues varient significativement — jusqu’à un facteur 5 —, ce qui met en lu-

mière des différences en termes d’affinité y compris entre enzymes issues d’espèces 

proches. Toutes ces données incitent à une grande prudence quant à l’utilisation de mo-

dèles issus d’espèces tierces pour la conception de molécules bioactives dirigées contre la 

TY humaine (hsTY). 

 

Schéma 1. Synthèse des dérivés d’aurone polyhydroxylés. Réactifs et conditions : a. KOH, MeOH, H2O, 

dérivé de benzaldéhyde, reflux, 2–18 h, 17–86% ; b. KOH, EtOH, H2O, dérivé de benzaldéhyde, reflux, 2–5 

h, 26–72% ; c. H2SO4, MeOH, dérivé de benzaldéhyde, reflux, 4 h, 17% ; d. KOH, MeOH, H2O, dérivé de 

benzaldéhyde, 25 °C, 0–2 h, 23–91% ; e. BBr3, CH2Cl2, 25 °C, 24–72 h, 33–61%. 
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Tableau 1. Comportements d’une série systématique d’aurones polyhydroxylées face à deux TY de cham-

pignon (abTY et paTY) et une TY de bactérie (saTY). N = Non actif, A = Activateur, I = Inhibiteur, S = 

Substrat. L’intensité de la couleur reflète l’intensité de l’effet. Pour les inhibiteurs et les substrats, du plus 

clair au plus foncé : 1 mM ≥ (IC50 ou Km) > 200 µM ; 200 µM ≥ (IC50 ou Km) > 20 µM ; 20 µM ≥ (IC50 ou 

Km) > 1 µM ; (IC50 ou Km) ≤ 1 µM. Pour les activateurs, du plus clair au plus foncé : 100% ≤ A.H. < 140% ; 

140% ≤ A.H. < 180% ; 180% ≤ A.H. < 220% ; 220% ≤ A.H. (A.H. = Activation Hyperbolique). 

La synthèse de nouvelles molécules « hybrides » a donc été entreprise dans le but 

de les tester exclusivement sur des systèmes humains.48 Constitués d’un squelette 

d’aurone, ces dérivés possèdent à la place du cycle B un noyau de type 2-

hydroxypyridine-N-oxyde (HOPNO), connu pour ses propriétés de chélation des centres à 

cuivre. La synthèse en quatre étapes de trois analogues a été réalisée selon le Schéma 2. 

Ces dérivés, dont un représentant avait montré un potentiel très intéressant contre abTY, 

ont été évalués sur hsTY. Cette enzyme, à la différence des équivalents d’autres espèces, 

subit une maturation très complexe nécessitant un ancrage transmembranaire, et un con-

trôle de l’adressage par des N-glycanes complexes spécifiques, inaccessible à des orga-
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nismes simples comme E. coli pour la production d’enzyme recombinante. Pour cette 

raison, la production de hsTY est difficile, a fortiori en grandes quantités, et donc seuls 

quelques composés ont été évalués sur l’enzyme (en collaboration avec le Pr. Luigi Bu-

bacco, Université de Padoue, Italie). Les trois molécules « hybrides » ont adopté un com-

portement d’inhibiteur compétitif de hsTY, avec des valeurs de Ki de l’ordre du micromo-

laire. Le composé 3g semble le plus prometteur avec un Ki de 350 nM, ce qui en fait l’un 

des inhibiteurs de hsTY les plus efficaces connus à ce jour (Tableau 2). En outre, ce com-

posé possède une activité plus importante pour hsTY que pour abTY (Ki = 0,35 vs. 1,27 

µM), ce qui est rarement le cas parmi les inhibiteurs de TY. Néanmoins, si son potentiel a 

été confirmé sur lysats cellulaires de mélanome humain (cellules MNT-1), le composé 3g 

a montré une activité bien plus faible sur cellules entières, révélant ainsi une propension 

limitée à pénétrer les membranes cellulaires. Ce phénomène est possiblement dû à la pré-

sence du groupement partiellement zwitterionique HOPNO. Néanmoins, le composé 3g 

constitue une base structurale intéressante pour le développement d’inhibiteurs sélectifs 

de hsTY. 

 

Schéma 2. Synthèse des dérivés d’aurone « hybrides ». Réactifs et conditions : a. KOH, MeOH, H2O, 6-

méthoxy-3-pyridinecarboxaldéhyde, reflux, 2–6 h ou KOH, EtOH, H2O, 6-méthoxy-3-pyridine-

carboxaldéhyde, reflux, 2–5 h, 93–94% ; b. Ac2O, reflux, 5–16 h, 73–96% ; c. complexe urée–H2O2, TFAA, 

CH2Cl2, 25 °C, 5–16 h, 25–63% ; d. HCl, H2O, MeOH, reflux, 16–40 h, 72–83%. 

 En effet, si la coordination au centre à cuivre reste similaire dans les deux cas, le 

squelette aurone, dont la contribution à l’affinité est manifeste par rapport au motif HOP-

NO seul (Ki = 0,35–1,2 µM vs. 128 µM), semble interagir avec plusieurs résidus issus de 

la seconde sphère de coordination du site actif de hsTY, notamment His304, Lys306, 

Arg308 et Ile368, comme l’indiquent les poses obtenues par dynamique moléculaire 

QM/MM (Figure 4). Une optimisation des substituants du cycle A des aurones, ainsi que 

la modification du motif HOPNO pour un groupement chélateur du centre à cuivre plus 

propice à la pénétration cellulaire, pourraient ainsi mener à l’obtention de dérivés à fort 

potentiel dans un contexte cellulaire, étant donnée la faible cytotoxicité de ces molécules. 
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Composé 
hsTY  

(Ki, µM) 

MNT-1 lysats 

(IC50, µM)   

MNT-1 cellules 

(IC50, µM) 

  MNT-1 cytotoxicité  

(IC50, µM)   

1g 1,02 ± 0,04 30 ± 2 120 ± 10 80 ± 20 

3g 0,35 ± 0,04 16,6 ± 0,3 85,3 ± 0,6 >500 

4g 1,2 ± 0,2 34 ± 3 119 ± 1 >500   

HOPNO 128 ± 2 1300 ± 100 150 ± 20 >200 

Acide kojique 350 ± 70 2800 ± 800 15000 ± 2000 >80000 

Tableau 2. Structure des composés « hybrides » 1g, 3g et 4g. Constantes d’inhibition et IC50 des composés 

« hybrides », du motif HOPNO seul et de l’acide kojique testés sur hsTY purifiée (Ki), lysats et cellules 

entières de mélanome humain MNT-1 (IC50), et en cytotoxicité (IC50). 

 

Figure 4. Position moyenne des complexes HOPNO–hsTY (A) et 3g–hsTY (B) après dynamique QM/MM. 

 Ce projet a mené à la publication de six articles : Eur. J. Med. Chem. 2011, 

ChemBioChem 2012, ChemBioChem 2014, J. Agric. Food Chem. 2016, Curr. Top. Med. 

Chem. 2016, ACS Med. Chem. Lett. 2017, respectivement numéros 1, 3, 11, 14, 16 et 17 

dans la liste des Articles. 
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2.2. Conception et synthèse d’aurones comme inhibiteurs non-

nucléosidiques de la polymérase à ARN ARN-dépendante NS5B du virus 

de l’hépatite C (2008–2011, avec A. Boumendjel) 

L’hépatite C est un problème majeur de santé publique. En effet, 170 millions de 

personnes à travers le monde sont porteurs du virus (VHC) responsable de la maladie 

(environ 3% de la population mondiale). L’infection par le VHC, pour lequel aucun vac-

cin prophylactique n’existe actuellement, provoque l’apparition de cirrhoses, de patholo-

gies du foie, de carcinomes hépatocellulaires, et finalement de la mort des patients. En 

2011, la mise sur le marché de la première génération d’inhibiteurs de la protéase NS3 du 

VHC (le telaprevir et le boceprevir) a conduit à une amélioration sensible des taux de 

réponse virologique soutenue (de 50 à 70%) des patients aux traitements anti-VHC, initia-

lement constitués d’interféron α-pégylé et de ribavirine. Par conséquent, les efforts de 

recherche se sont alors focalisés sur une autre protéine virale, la polymérase à ARN 

NS5B. En effet, la mise en place d’une stratégie efficace d’inhibition de cette protéine, en 

combinaison avec le ciblage de NS3, devait permettre selon une étude de 2008 d’atteindre 

des taux de réponse virologique soutenue au-delà de 90%, ouvrant la voie à une complète 

éradication de la maladie en quelques années (Figure 5).49 

 

Figure 5. Évolution du taux de réponse virologique soutenue de la thérapie anti-HCV (PI : inhibiteur de 

protéase NS3, PolI : inhibiteur de polymérase NS5B), et prévision d’évolution (graphique de 2008).49 

De tels inhibiteurs n’existant pas sur le marché en 2008, plusieurs molécules is-

sues du projet « Tyrosinase » précédemment décrit ont donc été testées sur NS5B afin 

d’évaluer leur potentiel. Certaines d’entre elles ont montré des résultats prometteurs. Plu-

sieurs objectifs ont alors été proposés : (1) déterminer le site de fixation des aurones, 

NS5B présentant au minimum quatre sites allostériques déjà décrits, en plus de son site 

actif, (2) déterminer la géométrie de fixation des composés dans la poche identifiée, et 

proposer de nouvelles structures sur la base d’études de docking moléculaire, et (3) déve-
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lopper des inhibiteurs plus actifs permettant d’atteindre des valeurs d’IC50 submicromo-

laires. Ce projet a été mené en collaboration avec le Pr. Jean-Michel Pawlotsky, Hôpital 

Henri Mondor de Paris. La première série de molécules est décrite dans le Tableau 3.50 

Elle a révélé trois composés actifs dans une fourchette 5–10 µM, les autres montrant des 

valeurs d’IC50 supérieures à 20 µM. Ces trois composés partagent quelques éléments 

structuraux, et en particulier la présence du groupement OH en position 4 qui semble être 

cruciale. En effet, seuls des analogues de type 1 et 4 ont conduit à une inhibition signifi-

cative de NS5B. Sur le cycle B des aurones, la présence d’un groupement OH en position 

2’ ou 4’ semble favorable. Les aurones 1d et 4d ont en outre permis une inhibition de la 

réplication du VHC sur modèle cellulaire réplicon, avec des valeurs d’IC50 de 18 et 40 

µM respectivement. 

    

Comp. IC50 (µM) Comp. IC50 (µM) Comp. IC50 (µM) 

 

1b 11,1 ± 0,4 1c >20 1d 5,9 ± 0,3 

 

3b >20 3c >20 3d >20 

 

4b >20 4c n.d. 4d 9,7 ± 0,1 

 

5b >20 5c >20 5d >20 

Tableau 3. Composés testés initialement et leurs IC50 mesurées contre NS5B (n.d. = non déterminé). 

Le composé 1d a ensuite été engagé dans une expérience de mutagenèse dirigée. 

Les quatre principaux sites de fixation des inhibiteurs connus de NS5B (Palm I, Palm II, 

Thumb I, Thumb II, Figure 6) ont ainsi été altérés pour constituer quatre mutants distincts 

(P495L, H95Q, C316Y, M423T) qui ont été évalués en tests d’inhibition avec 1d. Alors 

que les mutants correspondant aux sites Palm I, Palm II et Thumb II ont mené à des va-

leurs d’IC50 très proches de la protéine sauvage (facteurs 0,7 à 1,5), le mutant correspon-

dant au site Thumb I a conduit à une diminution très nette de l’activité de 1d, d’un facteur 

6 à 7 (Figure 6). Ainsi, le composé 1d, et par extension les aurones analogues, semblent 

se lier préférentiellement au site allostérique Thumb I. 
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Figure 6. Structure tridimensionnelle de la protéine NS5B avec ses trois sous-domaines (« Fingers » en 

rouge, « Palm » en bleu et « Thumb » en vert) et ses quatre sites allostériques principaux, occupés ici par 

des ligands co-cristallisés ; les mutations clés associées à chaque site pour la mutagénèse sont indiquées en 

gras. Modification de l’IC50 par rapport à la protéine NS5B sauvage obtenue avec l’aurone 1d et les mutants 

P495L, H95Q, C316Y et M423T. Ces mutations sont connues pour réduire la susceptibilité des inhibiteurs 

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

 Une série de 31 aurones a ainsi été conçue et synthétisée, à la fois sur la base des 

éléments structuraux préalablement identifiés — e.g. présence de groupements OH en 

position 4 ou 4,6 —, mais également via l’observation des interactions identifiées entre 

les inhibiteurs connus et la poche de fixation Thumb I — e.g. présence de groupements 

hydrophobes au fond de la poche. Ces molécules sont décrites dans le Tableau 4. Parmi 

les composés actifs, la présence d’un groupement carboné volumineux en position 4’ 

semble particulièrement favorable : les deux meilleurs inhibiteurs sont substitués dans 

cette position par des groupements butyle (20) et cyclohexyle (21). Les analogues éthyle 

(18), isopropyle (19) et N-méthylpipérazyle (14) ont montré un potentiel similaire. 

L’introduction de groupements OH sur le cycle B des aurones a également mené à des 

valeurs d’IC50 proches du micromolaire, notamment pour les composés 1f, 4e et 4f.  

Ces composés actifs ont été soumis à des calculs de docking moléculaire impli-

quant une structure cristallographique de NS5B contenant un ligand co-cristallisé (PDB 

2DXS). De manière générale, la géométrie de fixation des aurones au sein du site Thumb 

I est assez conservée. Elle inclut la formation de liaisons hydrogène entre les groupements 

CO et 4-OH des aurones et le résidu Arg503, ainsi qu’entre le 6-OH et Gly493. 
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Comp. R4 R5 R6 R2’ R3’ R4’ R6’ IC50 (µM) 

1a OH H H H H H H 14,6 ± 0,6 

1f OH H H OH H OH H 2,6 ± 0,1 

2d H OH H H H OH H >20 

4a OH H OH H H H H 15,1 ± 0,7 

4e OH H OH H OH OH H 5,4 ± 0,3 

4f OH H OH OH H OH H 5,8 ± 0,3 

6 OH H H OMe H OMe H 9,7 ± 0,2 

7 OH H H OMe H H OMe >20 

8 OH H H OMe H OMe OMe >20 

9 OH H H Me H Me H 5,8 ± 0,2 

10 OH H H H H Et H >20 

11 OH H H H H i-Pr H >20 

12 OH H H H H Bu H >20 

13 OH H H H H t-Bu H >20 

14 OH H H H H N-Me-Ppz H 3,8 

15 OH H H F H H H >20 

16 OH H OH OMe OMe H H >20 

17 OH H OH OMe OMe OMe H >20 

18 OH H OH H H Et H 3,6 ± 0,2 

19 OH H OH H H i-Pr H 3,1 ± 0,1 

20 OH H OH H H Bu H 2,5 ± 0,1 

21 OH H OH H H c-Hex H 2,3 ± 0,2 

22 OH H OH H H Morpholinyl H 11,4 ± 0,3 

23 OH H OH H H F H 11,2 ± 0,2 

24 OMe H OMe Me H Me H >20 

25 OMe H OMe H H Bu H >20 

26 OMe H OMe H H c-Hex H >20 

27 H H H H H Bu H >20 

28 F H F H H Bu H >20 

29 F H H F H F H >20 

30 OBn H OBn H H c-Hex H >20 

Tableau 4. Aurones testées contre NS5B et valeurs d’IC50 obtenues. 

 Ces interactions constituent un ancrage des molécules aux abords de la poche, 

tandis que le cycle B est enfoui au fond du site allostérique. Le caractère hydrophobe de 

cette poche, ainsi que la présence de Leu392 à proximité, permettent d’émettre 

l’hypothèse d’un double mode de fixation, cohérent avec les potentiels similaires des au-
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rones hydroxylées et alkylées sur le cycle B. L’évaluation en docking moléculaire d’un 

grand nombre de structures virtuelles a ensuite conduit à l’identification d’une indolau-

rone, le composé 31, comme inhibiteur potentiel de NS5B (Figure 7). Cette molécule, qui 

semble occuper le site allostérique de manière optimale lors des expériences de docking, a 

été préparée et testée, et a révélé une IC50 de 2,2 ± 0,2 µM, similaire aux valeurs 

d’inhibition obtenues précédemment. 

 

Figure 7. Structure des composés 4e et 31. Prédiction des modes de fixation des composés 4e (A) et 31 (B) 

au sein du site Thumb I d’une structure de NS5B décrite. 

 La modulation de la partie indole de cette indolaurone 31 a mené à la synthèse et à 

l’évaluation de 22 composés, et 14 nouvelles structures ont été développées afin 

d’explorer le potentiel d’autres cycles aromatiques et hétérocycles (furanes, imidazoles, 

benzimidazoles, etc.).51 Ces travaux ont été réalisés avec les Dr. Wei Yi et Amel Meguel-

lati. Un grand nombre d’indolaurones a conduit à des valeurs d’IC50 très proches du com-

posé parent 31, indépendamment des groupements ajoutés et de leur position (IC50 = 2,0–

3,5 µM, Tableau 5). Cette tolérance stérique élevée indique que les interactions de van 

der Waals constituent l’essentiel de l’affinité de ces indolaurones pour NS5B. 

L’amélioration du potentiel de ces composés par la simple modulation des positions du 

noyau indole parait donc difficile. En outre, la mise sur le marché d’inhibiteurs efficaces 

de NS5B — le sofosbuvir en 2013, le dasabuvir en 2014 — ont, comme prévu (Figure 5), 

mené à des taux de réponse plus élevés et ont par conséquent réduit l’intérêt pour la re-

cherche de nouvelles molécules. Ces dérivés n’ont donc pas été développés plus avant. 
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Composé R1 R2 R3 R4 IC50 (µM) 

31 Bu H H H 2,2 ± 0,2 

32 Me H H H 6 ± 1 

33 i-Bu H H H 8 ± 3 

34 Prenyl H H H 3,0 ± 0,1 

35 (CH2)3CO2H H H H >20 

36 CH2c-Hex H H H 3,3 ± 0,4 

37 Bn H H H 2,6 ± 0,6 

38 (3-Me)Bn H H H 2,6 ± 0,2 

39 (3-OMe)Bn H H H 2,70 ± 0,05 

40 (3-OH)Bn H H H 2,4 ± 0,2 

41 (3-Br)Bn H H H 2,40 ± 0,07 

42 (CH2)2Ph H H H 3,2 ± 0,5 

43 (CH2)3Ph H H H 2,7 ± 0,3 

44 Bu Me H H n.d. 

45 Bu H Me H n.d. 

46 Bu H OMe H n.d. 

47 Bu H OH H n.d. 

48 Bu H H Me n.d. 

49 Bu H H OMe n.d. 

50 Bu H H OH 2,3 ± 0,2 

Tableau 5. Quelques-unes des indolaurones testées contre NS5B et valeurs d’IC50 obtenues (n.d. = non 

déterminé). 

 Ce projet a mené à la publication de quatre articles : J. Med. Chem. 2011, Curr. 

Med. Chem. 2012, Med. Res. Rev. 2013, Eur. J. Med. Chem. 2014, respectivement numé-

ros 2, 4, 8 et 10 dans la liste des Articles. 

2.3. Isolement du tramadol au sein de Nauclea latifolia, séparation 

chirale des deux énantiomères, étude d’une voie de synthèse biomimé-

tique, et travaux bibliographiques (2010–2019, avec A. Boumendjel) 

Le tramadol est un médicament analgésique utilisé mondialement, qui a été mis 

sur le marché en 1977 par la société Grünenthal GmbH sous la forme d’un mélange ra-

cémique. En 2011, au cours d’un programme de recherche de nouveaux composés anti-
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douleur d’origine naturelle, nous avons identifié et isolé de manière totalement inattendue 

de larges quantités de tramadol (environ 0,4% du matériel sec) présentes dans les écorces 

de racine d’un arbuste africain, Nauclea latifolia (Figure 8).52 

 

Figure 8. Photographie de l’arbuste Nauclea latifolia avec les structures de composants connus, en couver-

ture de Natural Product Reports (Volume 33, n°9, septembre 2016). ORTEP de la structure cristallogra-

phique obtenue par diffraction des rayons X du chlorhydrate de cis-tramadol provenant de l’arbuste. 

Cette découverte, largement couverte par les médias scientifiques et généralistes à 

travers le monde, a constitué le premier cas de médicament synthétique sur le marché 

retrouvé comme produit naturel au sein d’une plante, qui plus est à des concentrations 

efficaces. La présence du tramadol dans les racines a en effet permis de rapprocher ses 

effets analgésiques bien connus avec ceux de décoctions de Nauclea latifolia, utilisées en 

médecine traditionnelle sub-saharienne pour le traitement de la douleur (entre autres indi-

cations). De manière surprenante, le tramadol contenu dans les racines de l’arbuste est 

présent sous forme racémique, ce qui a été confirmé par la résolution d’une structure cris-

tallographique (Figure 8) et par des études HPLC. La séparation chirale des deux énan-

tiomères a également été réalisée par voie chimique, avec l’utilisation d’acide mandélique 

et/ou di-O-p-toluoyltartrique énantiopur qui ont permis l’obtention des sels diastéréoi-

somériques qui se sont révélés séparables par précipitation. La production des deux énan-

tiomères optiquement purs a permis de valider leur présence dans la plante et d’attribuer 

les signaux HPLC. 

Cependant, ces travaux ont été contestés par le Pr. Spiteller, qui a postulé une ori-

gine synthétique du tramadol isolé de N. latifolia. La présence de cette molécule serait 

selon lui le résultat d’une contamination anthropogénique environnementale à grande 

échelle. Le tramadol est en effet utilisé par les fermiers locaux pour permettre au bétail de 
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supporter de longues journées de travail sous la chaleur. Cette hypothèse a été soutenue 

par l’identification de traces de tramadol dans des sols et eaux du nord du Cameroun.53 

De plus, la culture hydroponique de N. latifolia en présence d’acides aminés riches en 

isotopes stables n’a pas conduit à la formation de tramadol, mais la plante n’a été étudiée 

qu’à un stade de développement très précoce. Néanmoins, si des mesures par spectromé-

trie de masse par accélérateur 14C de haute précision ont permis de conclure à une origine 

synthétique du tramadol présent dans les sols, les résultats obtenus sur le tramadol issu de 

N. latifolia sont en totale contradiction avec une telle origine.54 De plus, les échantillons 

originaux de la plante ont été collectés dans la biosphère préservée de Bénoué, où les ac-

tivités humaines et le pâturage sont prohibés. Enfin, une analyse isotopique spécifique de 

la position a été menée par un collaborateur (Pr. Richard Robins, Univ. Nantes).55 Elle a 

partiellement corroboré notre hypothèse de biosynthèse (Schéma 3), le profil 

d’incorporation en isotopes 13C et 18O sur les différentes positions du tramadol « naturel » 

indiquant une possible implication des acides aminés L-phénylalanine et L-lysine. 

 

Schéma 3. Voie de biosynthèse envisagée pour le tramadol à partir de la L-phénylalanine et de la L-lysine. 
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Schéma 4. Synthèse de l’intermédiaire 51 et essais de cyclisation biomimétique en tramadol. Réactifs et 

conditions : a. n-BuLi, THF, –78 °C, 45 min puis cycloheptanone, THF, –78 °C, 2 h, 92% ; b. TFAA, 

CH2Cl2, 25 °C, 1 h, 100% ; c. OsO4, NMO, THF, H2O, 25 °C, 96 h, 94% ; d. NaIO4, THF, H2O, 25 °C, 48 

h, 84% ; e. HNMe2, THF, 65 °C, 24 h ; f. NaBH3CN, THF, 25 °C, 24 h. 

 Afin d’étayer l’hypothèse de cette voie de biosynthèse, nous avons entrepris de 

modéliser chimiquement la dernière étape correspondant à la cyclisation et à la réduction 

de l’iminium formé (travail réalisé avec le Dr. Florine Lecerf-Schmidt).56 En effet, la der-

nière étape du schéma de biosynthèse est supposée être spontanée et ne pas reposer sur 

l’intervention d’enzymes, ce qui peut expliquer la présence au sein de la plante des deux 

énantiomères sous forme de mélange racémique. Ainsi, un intermédiaire dicarbonylé a été 

préparé afin de procéder aux tests de cyclisation / réduction biomimétique (Schéma 4). 

Une conversion en « one-pot » du composé dicarbonylé en tramadol a ainsi été tentée par 

traitement avec de la diméthylamine, suivi par une réduction in situ avec NaBH3CN. La 

formation de tramadol, avec plusieurs autres composés (53–55), a été détectée dans ces 

conditions par UHPLC-TOF-MS et RMN 1H. Elle intervient via l’iminium 52a et 

l’isomérisation subséquente en énamine 52b. L’addition intramoléculaire de cette 

énamine sur le carbonyle, suivant un mécanisme Hajos-Parrish-Eder-Sauer-Wiechert de 

type 6-enolexo, produit un intermédiaire qui mène au tramadol par réduction (Schéma 4). 

Ainsi, dans des conditions douces, nous avons démontré la formation in situ du tramadol 

à partir de l’intermédiaire dicarbonylé, sans intervention d’enzymes. Cependant, si le pro-

fil d’incorporation d’isotopes stables et la synthèse biomimétique ont permis de rendre 

plausible la formation naturelle de tramadol, une analyse en carbone 14 reste aujourd’hui 
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le seul moyen d’obtenir une réponse fiable quant à l’origine réelle de la molécule identi-

fiée au sein de Nauclea latifolia. Ces travaux sont actuellement en cours. 

 Ces études de validation de l’« hypothèse naturelle » se sont accompagnées d’un 

travail bibliographique concernant la phytochimie et les usages en médecine traditionnelle 

de Nauclea latifolia et des autres espèces africaines de Nauclea : N. diderrichii, N. pobe-

guinii, N. nyasica, N. xanthoxylon, N. vanderguchtii et N. gilletii. En particulier, les nom-

breux alcaloïdes indoliques des tissus de N. latifolia ont été documentés dans une pre-

mière revue bibliographique, parue dans Natural Product Reports (Figure 9), et leurs ac-

tivités, notamment anti-infectieuses et neurologiques, ont été reliées à celles des extraits 

correspondants.57 Une recherche exhaustive des molécules présentes dans toutes les es-

pèces africaines, ainsi que les travaux concernant l’usage médicinal des extraits par les 

praticiens traditionnels dans le cadre de nombreuses pathologies ont été compilés dans 

une seconde revue bibliographique, parue dans le Journal of Ethnopharmacology.58 Ces 

travaux ont été menées avec les Dr. Benjamin Boucherle, Marine Peuchmaur et Basile 

Pérès au laboratoire. 

 

Figure 9. Image illustrant les principales pathologies traitées traditionnellement par des extraits d’espèces 

africaines de Nauclea, ainsi que les molécules associées. 

 Ce projet a mené à la publication de quatre articles : Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 

Chem. Commun. 2015, Nat. Prod. Rep. 2016, J. Ethnopharmacol. 2018, respectivement 

numéros 9, 12, 15 et 20 dans la liste des Articles. 
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2.4. Nouveaux dérivés de DOTASQ : une seconde génération de té-

trades de guanines synthétiques basée sur un cœur DOTA présentant des 

propriétés et des applications étendues (2011–2012, avec D. Monchaud) 

La structure classique de l’ADN en double brin — ou duplex — constitue sa 

forme fonctionnelle pour le processus de réplication. Mais l’ADN admet localement des 

structures transitoires différentes, qui peuvent affecter ce processus. Le développement de 

petites molécules capable de promouvoir et/ou stabiliser ces structures présente un intérêt 

thérapeutique, notamment dans le domaine des agents anti-cancéreux. En effet, les qua-

druplex de guanines — ou G-quadruplex — sont des représentants emblématiques de ces 

structures transitoires, formés à partir de l’empilement de plusieurs tétrades de guanines 

(Figure 10). Ils émergent à partir de brins d’ADN riches en guanines, et en particulier 

dans des régions du génome liées au cancer : promoteurs d’oncogènes et télomères no-

tamment. La stabilisation des G-quadruplex in vivo pourrait ainsi inhiber la transcription 

de ces oncogènes, ainsi que l’activité de la télomérase, une enzyme qui prévient l’érosion 

chromosomique au sein des cellules cancéreuses. Cependant le développement de ligands 

de G-quadruplex a été pour l’essentiel basé sur des squelettes plans et aromatiques, ce qui 

pose de nombreux problèmes de sélectivité entre les formes duplex et quadruplex. 

 

Figure 10. Structure de la guanine et interactions en duplex et en tétrade (A), structures de quadruplex 

constitués de deux, trois, ou quatre tétrades, séquences primaires et températures de fusion associées (B).  
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En 2011 à l’Institut de Chimie Moléculaire de l’Université de Bourgogne, une ap-

proche biomimétique a été développée afin de contourner ce problème de sélectivité. 

L’idée était de permettre la stabilisation sélective des G-quadruplex par la mise en place 

d’interactions entre la tétrade externe de ces quadruplex et une tétrade de guanines syn-

thétique, qui se structurerait au contact de sa cible. L’ajout d’une tétrade supplémentaire 

aurait pour effet de stabiliser l’édifice. Les quadruplex sont en effet d’autant plus stables 

qu’ils possèdent de tétrades empilées, comme l’attestent les températures de fusion (Tm) 

respectives de quadruplex à deux, trois ou quatre tétrades (Figure 10). Basée sur un noyau 

de type DOTA, une première génération de ligands de ce type avait été synthétisée et éva-

luée par le Dr. Loïc Stefan à travers des expériences de FRET-melting sur des quadru-

plex.59 Ce premier composé, nommé DOTASQ, a échoué à stabiliser les quadruplex seul 

(ΔT1/2 ≈ 2 °C, c’est-à-dire un écart de 2 °C seulement entre les températures de fusion du 

quadruplex seul, et en présence du DOTASQ), mais a mené à une stabilisation plus im-

portante (ΔT1/2 = 10,5 °C) en présence de terbium, un lanthanide permettant de pré-

structurer la tétrade synthétique (Figure 11). Ainsi, le problème semblait lié non pas au 

concept de départ, mais à l’incapacité du DOTASQ à se structurer au contact de sa cible. 

 

Figure 11. Structure du DOTASQ de première génération, et phénomène de pré-structuration en tétrade 

induit par la présence d’un lanthanide au sein de la molécule : le terbium. 

Afin de favoriser cette structuration induite par la cible, un nouveau représentant 

de DOTASQ, nommé PNADOTASQ, a été conçu puis synthétisé dans le cadre de mon 

contrat post-doctoral (Figure 12). Ce composé présente, en plus des éléments structuraux 

du DOTSAQ original, une série de quatre bras amino, dont la présence (sous forme catio-

nique en milieu biologique) est supposée permettre une interaction forte avec les charges 

négatives portées par les liaisons phosphodiester latérales des guanines impliquées dans la 

structure du quadruplex. Il a été préparé par le couplage de quatre unités de PNA de type 

guanine sur un dérivé de DOTA tétra-éthylènediamine. Un analogue comportant un 

atome de terbium dans la cavité du DOTA, le PNADOTASQ-Tb3+, a également été synthé-

tisé par ajout de Tb(NO3)3 (Schéma 5).60 
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Figure 12. Structure du PNADOTASQ et phénomène de structuration en tétrade au contact d’un quadruplex. 

 

Schéma 5. Synthèse du PNADOTASQ et du PNADOTASQ-Tb3+. Réactifs et conditions : a. H2, Pd/C, MeOH, 

25 °C, 1 h, 89% ; b. éthylène diamine, 25 °C, 96 h, 90% ; c. HOBt, EDCI, DMF, 25 °C, 144 h, 100% ; d. 

HCl, MeOH, 25 °C, 16 h, 81% ; e. Tb(NO3)3.6H2O, MeOH, cacodylate de lithium, 55 °C, 96 h, 78%. 
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 Les résultats obtenus lors des expériences de FRET-melting ont été effectivement 

probants. Ainsi, des 2 °C environ de stabilisation du quadruplex F21T dans le cas de DO-

TASQ simple, la présence de 1 µM de PNADOTASQ permet d’atteindre 12,0–12,5 °C, 

sans ajout d’un atome de lanthanide pour pré-structurer le composé. Le PNADOTASQ a 

également montré une très bonne sélectivité pour les quadruplex (F21T, F-kit2-T, F-myc-

T, ΔT1/2 = 12,0–15,0 °C) vis-à-vis des structures de type duplex (F-DS1-T, ΔT1/2 = 0,3 

°C), et d’autres structures inhabituelles de l’ADN. En outre, l’ajout de grandes quantités 

de duplex non marqué comme compétiteur lors des expériences sur quadruplex modifie 

peu la température de fusion observée (ΔT1/2 = 10,10 °C avec 15 équivalents du duplex 

non marqué ds26, contre 12,11 °C sans duplex). De manière intéressante, la synthèse et 

l’évaluation du PNADOTASQ pré-structuré à l’aide d’un atome de terbium (PNADOTASQ-

Tb3+) mène à une stabilisation des quadruplex très proche de celle observée pour le PNA-

DOTASQ seul. Dans le même temps, ce composé pré-structuré perd une partie de sa sé-

lectivité vis-à-vis des duplex (Figure 13). Le potentiel du PNADOTASQ a été confirmé par 

des études de déplacement de ligand fluorescent (G4-FID), qui ont conduit à des valeurs 

de DC50 (concentration menant à 50% de déplacement du ligand de quadruplex fluores-

cent) de 2,9–3,2 µM dans le cas des quadruplex 22AG, c-kit2 et c-myc, contre plus de 10 

µM dans le cas de ds26. 

 

Figure 13. Évolution de la température de fusion de différents quadruplex et d’un duplex marqués en fonc-

tion de la concentration de PNADOTASQ ou de PNADOTASQ-Tb3+ ajoutée. 

F21T F-myc-T F-duplex-TF-kit2-T
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 En outre, l’étude par RMN 1H de l’interaction entre un quadruplex tétramolécu-

laire, [T2AG3T]4, et le PNADOTASQ a mis en évidence la formation de la tétrade synthé-

tique au contact du quadruplex. L’ajout progressif de PNADOTASQ à une solution de 

[T2AG3T]4 mène en effet à la disparition des signaux originaux du quadruplex (trois si-

gnaux de guanines correspondant aux trois tétrades) au profit d’une nouvelle série de si-

gnaux, présentant un pic additionnel vers 11,45 ppm (étoile rouge) qui correspond à la 

forme structurée en tétrade du PNADOTASQ (Figure 14). Le composé seul en solution 

mène en revanche à un spectre silencieux sur la zone considérée (ligne noire). En compa-

raison, aucun déplacement des signaux de guanine et de thymine n’est observé sur le 

spectre RMN 1H du duplex ds12 après addition d’équivalents de PNADOTASQ, ce qui 

montre une probable absence d’interaction entre le composé et les structures de type du-

plex. Enfin, des expériences de spectrométrie de masse ESI ont été réalisées pour valider 

l’association entre le PNADOTASQ et le quadruplex [TG4T]4. Une association faible a en 

effet été observée, sur une base 1:1 uniquement, ce qui suggère un mode de fixation du 

ligand bien défini, cohérent avec l’hypothèse de départ. Aucune association n’a en re-

vanche été mesurée dans les mêmes conditions avec le duplex ds12. 

 

Figure 14. Évolution du spectre RMN 1H du quadruplex [T2AG3T]4 avec l’ajout de quantités croissantes de 

PNADOTASQ, et interprétation des nouveaux signaux. 

 Les quadruplex de guanines sont également capables d’adopter des propriétés ca-

talytiques semblables à certaines protéines, et en particulier des peroxydases. En effet, ils 

peuvent, notamment via les tétrades de guanine externes, oxyder l’hémine en présence de 

‘Closed’ form
of PNADOTASQ

‘Open’ form of PNADOTASQ
[T2AG3T]4

Forme structurée
du PNADOTASQ

Forme ouverte du PNADOTASQ
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H2O2, selon une réaction appelée « DNAzyme » (Figure 15). Le PNADOTASQ ayant la 

capacité de se structurer sous forme de tétrade au contact d’une cible, il pourrait consti-

tuer un mime intéressant des quadruplex dans le cadre de cette réaction, en offrant à 

l’hémine un site de fixation similaire, et la possibilité d’obtenir un système de type DNA-

zyme basé sur une petite molécule (nommé « TASQzyme », Figure 15). Cette hypothèse 

est renforcée par la présence sur l’hémine de charges négatives, qui pourraient interagir 

avantageusement avec les bras amino du PNADOTASQ. 

 

Figure 15. Principe de la réaction « DNAzyme », une oxydation de l’hémine par H2O2 catalysée par un 

quadruplex d’ADN, et monitorée par la transformation concomitante de la tétraméthylbenzidine (TMB) en 

tétraméthylbenzidine diimine fluorescente. Application du principe à une réaction « TASQzyme », cataly-

sée par une tétrade de guanines synthétique. 

 

Figure 16. Vitesse initiale de la réaction « TASQzyme » en fonction de la concentration en PNADOTASQ 

(en noir) ou en DOTASQ (en rouge). Illustration des concepts de site interne et de site externe permettant 

d’expliquer l’effet de « boost » observé en présence de quadruplex et de PNADOTASQ. 
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L’étude des capacités du PNADOTASQ à oxyder l’hémine a effectivement mené à 

l’observation d’une activité intéressante, bien qu’inférieure au quadruplex 22AG.61 De 

manière dose-dépendante, le PNADOTASQ permet la mise en place d’un phénomène de 

TASQzyme (Figure 16). Son activité est par ailleurs bien supérieure à celle du DOTASQ 

original (sa vitesse initiale de réaction est en moyenne 27 fois supérieure, Figure 16),62 ce 

qui suggère encore une fois une meilleure propension à s’assembler en tétrade au contact 

d’une cible. Par ailleurs, les sites de fixation pour l’hémine au sein des quadruplex ne sont 

pas équivalents. En particulier, un site localisé entre deux quadruplex sur un même brin 

d’ADN (site interne) est plus performant pour l’oxydation de l’hémine qu’un site sur la 

tétrade externe d’un quadruplex isolé (site externe, Figure 16). En conséquence, un équi-

valent de 46AG mène à une activité catalytique plus importante que deux équivalents de 

22AG. Or, l’addition de PNADOTASQ au quadruplex 22AG augmente l’activité de ce 

dernier de près d’un facteur 2, même à des concentrations auxquelles le PNADOTASQ seul 

est inactif. Cet effet de « boost » de la réaction DNAzyme peut s’expliquer par la création 

de nouveaux sites internes artificiellement créés par l’interaction entre les tétrades ex-

ternes du 22AG et la tétrade synthétique apportée par le PNADOTASQ (Figure 16). 

 

Schéma 6. Synthèse du PorphySQ. Réactifs et conditions : a. DIBAL-H, CH2Cl2, –78 °C à 25 °C, 4 h, 

84% ; b. pyrrole, BF3.Et2O, CHCl3, 25 °C, 16 h puis DDQ, 25 °C, 2 h, 15% ; c. NaN3, THF, H2O, 65 °C, 16 

h, 94% ; d. LiAlH4, THF, 25 °C, 6 h, non isolé ; e. acide 2-(2-amino-6-(benzyloxy)-9H-purin-9-yl)acétique, 

HOBt, EDCI, DMF, 25 °C, 96 h, 42% sur deux étapes ; f. HCl, MeOH, 25 °C, 1 h, 63%. 

 Un autre dérivé du DOTASQ, le PorphySQ, a été synthétisé par le Dr. Hai-Jun Xu 

(Schéma 6).63 Cette molécule, construite sur un template actif de type porphyrine, a été 
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conçue pour permettre une structuration facilitée en tétrade (Figure 17). En effet, le cœur 

porphyrine permet la mise en place d’interactions de π-stacking, et ainsi de mimer l’effet 

d’empilement des tétrades de guanines naturelles au sein des quadruplex. Ces interactions 

ont été rationnalisées par modélisation moléculaire, et l’évaluation du PorphySQ en 

FRET-melting a permis de confirmer la structuration en tétrade. Le composé mène en 

effet à une stabilisation de F21T plus importante que le DOTASQ (ΔT1/2 = 6,5 °C contre 

1,7 °C), un effet qui n’est pas seulement dû à la contribution du squelette porphyrine, 

puisque des porphyrines proches n’ont pas montré d’activité (Figure 17). 

 

Figure 17. Structure du PorphySQ en formes ouverte et fermée, et effet de π-stacking. Courbes obtenues en 

FRET-melting pour F21T seul ou en présence d’une porphyrine analogue sans guanines (en gris), du 

Prot.PorphySQ (en orange), du PorphySQ (en bordeaux) ou du DOTASQ (en rouge). 

 

Figure 18. Représentation schématique de la stratégie de détection des quadruplex in vitro : le complexe de 

terbium permet l’immobilisation sur surface de graphène et la détection fluorescente des quadruplex. 
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 Enfin, un composé dérivé du DOTASQ et présentant une antenne de type pyrène 

(Pyro-DOTASQ) permettrait de rendre possible à la fois la détection luminescente de 

l’association entre la molécule et un quadruplex, et l’immobilisation du composé sur une 

surface de graphène pour la création d’outils moléculaires de détection et d’interaction 

avec les quadruplex (Figure 18). Ce composé a été synthétisé, principalement par Marine 

Levillain lors de stage de Master 2, selon le Schéma 7.64 

 

Schéma 7. Synthèse du Pyro-DOTASQ et du Pyro-DOTASQ-Tb3+. Réactifs et conditions : a. acide 1-

pyrènecarboxylique, HOBt, EDCI, EtOH, 80 °C, 16 h, 43% ; b. bromoacétate d’éthyle, K2CO3, MeCN, 45 

°C, 16 h, 20% ; c. éthylène diamine, 25 °C, 144 h, 84% ; d. acide 2-(2-amino-6-(benzyloxy)-9H-purin-9-

yl)hexanoïque, HOBt, EDCI, DMF, 25 °C, 96 h, 98% ; e. HCl, MeOH, 25 °C, 1 h, 10% ; f. Tb(NO3)3.6H2O, 

MeOH, cacodylate de lithium, 50 °C, 96 h, 6%. 

De manière analogue au DOTASQ original, le Pyro-DOTASQ seul échoue à sta-

biliser les quadruplex, alors que l’équivalent contenant un atome de terbium, le Pyro-

DOTASQ-Tb3+, mène à une très bonne stabilisation (ΔT1/2 = 15,3 °C à 1 µM). Comme 

attendu, si le Pyro-DOTASQ-Tb3+ seul reste silencieux en fluorescence, l’ajout d’un qua-
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druplex (c-kit) mène à une augmentation significative et dose-dépendante de l’émission 

de fluorescence à 545 nm. Ce phénomène est issu du groupement H2O porté par l’atome 

de terbium, dont la vibration dissipe l’énergie du système en évitant la fluorescence à 

l’état libre en solution, mais dont le blocage consécutif à la structuration en tétrade au 

contact d’un quadruplex mène à une augmentation de la fluorescence. Il constitue ainsi un 

biocapteur efficace des quadruplex, pouvant être potentiellement immobilisé sur surface 

de graphène pour la production de dispositifs de détection supportés. 

Ce projet a mené à la publication de quatre articles : Org. Biomol. Chem. 2012, J. 

Am. Chem. Soc. 2013, Chem. Eur. J. 2013, Chimia 2015, respectivement numéros 5, 6, 7 

et 13 dans la liste des Articles. 

2.5. Synthèse et activité de purines fortement substituées comme 

potentiateurs de F508del-CFTR dans le cadre d’une thérapie de la muco-

viscidose (2013–2017, avec J.-L. Décout) 

La délétion de la phénylalanine en position 508 du canal CFTR est à l’origine de 

90% des cas de mucoviscidose, qui est aujourd’hui la principale maladie génétique létale, 

touchant une naissance sur 2500 dans la population caucasienne. Cette protéine mutée 

(F508del-CFTR) porte un défaut de repliement et de maturation qui affecte son adressage 

à la membrane et sa fonction de canal ionique, transporteur des ions chlorure, perturbant 

ainsi la physiologie respiratoire et digestive des patients atteints. Un médicament permet-

tant de corriger l’adressage de la protéine, le lumacaftor (VX-809), a été mis sur le mar-

ché en 2015 en combinaison avec un potentiateur, l’ivacaftor (VX-770), qui permet de 

restaurer la fonction de F508del-CFTR à la membrane. Cependant, l’efficacité clinique de 

cette bithérapie est fortement controversée, et proviendrait d’une compétition entre le 

correcteur et le potentiateur. Si une trithérapie composée de l’ivacaftor avec deux nou-

veaux correcteurs, le tezacaftor (VX-661) et l’elexacaftor (VX-445), a été acceptée aux 

États-Unis très récemment, la recherche de nouveaux potentiateurs se fixant sur un site 

distant reste une priorité afin d’améliorer les résultats cliniques. L’absence de structures 

tridimensionnelles expérimentales de la protéine à l’échelle atomique au début du projet 

constituait un obstacle, rendant difficile le développement d’approches de « structure-

based drug design ». Si plusieurs modèles de la protéine sauvage existent, construits par 

homologie, le premier modèle de F508del-CFTR n’a été développé que récemment, par 
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l’équipe du Dr. Isabelle Callebaut à l’Université de la Sorbonne à Paris, la coordinatrice 

du projet. Soumis à des calculs de dynamique moléculaire, ce modèle nous a permis 

d’identifier les modifications principales dans la conformation de la protéine, et de con-

cevoir des molécules pouvant interagir avec elle, notamment au niveau de la zone modi-

fiée par la délétion (en rose sur la Figure 19). 

 

Figure 19. Structure générale de la protéine CFTR et de ses différents domaines. Structure des composés 

SBC. Représentation du composé SBC040 au sein du site de délétion 508. 

 Cette conception initiale autour du site proche de la position 508, à l’interface 

entre les domaines ICL4 et NBD1, a mené à la synthèse de plus de 300 composés basés 

sur les squelettes purine et pyrimidine, réalisée avec les Dr. Benjamin Boucherle, Julien 

Alliot, Renaud Zelli et Wael Zeinyeh. En particulier, dix purines comportant un motif 4’-

carboxaminophényle en position 9 (Figure 19), identifié comme prometteur en modélisa-

tion moléculaire, ont été préparées et testées via plusieurs voies de synthèse différentes 

suivant leur profil de substitution (Schéma 8, Schéma 9). SBC001 a été préparé via une 

N9-arylation de la 2,6-dichloropurine en utilisation un couplage de Chan-Evans-Lam avec 

un acide boronique et du cuivre(II). La substitution du groupement chloro en position 6 

de SBC001 par des dérivés d’acide aminé a ensuite permis d’obtenir les 2-chloropurines 

SBC005 et SBC068. Les composés SBC040 et SBC219 ont été obtenus par substitution 

de la 2,6-dichloropurine puis par N9-arylation en utilisant respectivement la même mé-
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thode que précédemment, et une réaction impliquant du cuivre(I) ainsi que la 4-

iodobenzamide. Des méthodes similaires ont été mises en œuvre pour la préparation de 

SBC069 et SBC071, directement à partir de la 2,6-diaminopurine et de la N,N-bis(tert-

butoxycarbonyl)adénine. Les purines SBC183, SBC200 et SBC231 ont été synthétisées à 

partir de la 5-amino-4,6-dichloropyrimidine et de la 2-amino-4,6-dichloro-5-

formamidopyrimidine. Certaines de ces molécules ont plus tard été obtenues via une autre 

méthode développée au laboratoire dans le cadre de ce projet, et décrite plus loin. 

 

Schéma 8. Synthèses privilégiées pour les composés SBC001, SBC005, SBC040, SBC068, SBC069, 

SBC071 et SBC219. Réactifs et conditions : a. acide 4-aminocarbonylphénylboronique, Cu(OAc)2, Et3N, 

DMF, 25 °C, 96 h, 39% ; b. TFA, CH2Cl2, 25 °C, 16 h, 99% ; c. acide 4-aminocarbonylphénylboronique, 

Cu(OAc)2, 1,10-phenantroline, DMF, 25 °C, 16 h, 16% ; d. L-sérine, K2CO3, H2O, 70 °C, 16 h, 82% ; e. L-

alanine tert-butyle ester, Et3N, DMF, 80 °C, 16 h, 61% ; f. TFA, CH2Cl2, 25 °C, 16 h, 99% ; g. 4-

méthoxybenzylamine, Et3N, DMF, 80 °C, 16 h, 58% ; h. acide 4-aminocarbonylphénylboronique, 

Cu(OAc)2, Et3N, DMF, 25 °C, 96 h, 7% ; i. TFA, 70 °C, 24 h, 87% ; j. 3-phénylpropylamine, 180 °C, mi-

cro-ondes, 7 min, 54% ; k. TFA, 70 °C, 24 h, 91% ; l. 4-iodobenzamide, CuI, K3PO4, N,N’-

diméthyléthylène diamine, DMF, 90 °C, 16 h, 42% ; m. 4-iodobenzamide, CuBr, KOH, N,N’-

diméthyléthylène diamine, ascorbate de sodium, DMF, H2O, 120 °C, 16 h, 12%. 
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Schéma 9. Synthèses privilégiées pour les composés SBC183, SBC200 et SBC231. Réactifs et conditions : 

a. 4-aminobenzamide, DIPEA, 1,4-dioxane, 180 °C, micro-ondes, 2 h, 22% ; b. formiate d’ammonium, 

Pd/C, MeOH, 65 °C, 16 h, 77% ; c. alcool benzylique, NaH, 25 °C, 5 h, 27% ; d. H2, Pd/C, MeOH, 25 °C, 

2,5 h, 55% ; e. 4-aminobenzamide, BSA, EtOH, 80 °C, 48 h, 85% ; f. HC(OMe)3, acide éthanesulfonique, 

120 °C, micro-ondes, 1 h, 50% ; g. H2, Pd/C, MeOH, 60 °C, 120 h, 6%. 

Ces dix molécules ont été criblées comme possibles potentiateurs de F508del-

CFTR en utilisant des expériences de chambre de Ussing, en collaboration avec le Pr. 

Frédéric Becq à l’Université de Poitiers. Parmi eux, deux composés, SBC040 et SBC219, 

ont montré des valeurs d’EC50 de l’ordre du micromolaire (EC50 = 1,51 et 0,87 µM pour 

SBC040 et SBC219 respectivement), les autres étant inactifs ou produisant des effets 

faibles (Figure 20). En comparaison, la valeur d’EC50 mesurée pour le VX770 est 100 fois 

plus faible, de l’ordre de 0,012 µM, en accord avec les données de la littérature. Ces ré-

sultats ont été confirmés par des études de patch-clamp sur cellules entières exprimant 

F508del-CFTR, dont l’adressage a été préalablement corrigé à 27 °C. Les densités de 

courant enregistrées en présence de SBC040 (38,2 pA/pF) et de SBC219 (53,3 pA/pF) se 

sont révélées significativement plus importantes que pour le contrôle (15,6 pA/pF), ce qui 

a confirmé l’effet potentiateur de ces composés. En particulier, l’effet de SBC040 est si-

milaire à celui observé dans le cas du VX770 (37,5 pA/pF), alors que SBC219 induit 

même une potentiation plus forte que la molécule de référence. 

Les composés SBC040 et SBC219 ont ensuite été testés pour leur effet potentia-

teur sur deux autres mutants majeurs de CFTR : G551D et G1349D, qui sont également 

sensibles au VX770. Lors de tests de patch-clamp sur cellules entières comportant la pro-

téine mutée, aucune potentiation du courant lié aux ions chlorure n’a été observée pour 

SBC040, et ce pour les deux mutants. En revanche, SBC219 a mené à une potentiation 

d’un facteur 2,6 dans les deux cas. Dans un autre test de détection des halogénures, la 
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potentiation de CFTR sauvage par SBC040 et SBC219, mesurée via l’efflux d’ions iodure 

YFP-dépendant, a été déterminée à un niveau légèrement inférieur à celui du VX770 

(0,54 et 0,57 mM/s vs. 0,78 mM/s). Les mesures effectuées sur des cellules exprimant les 

mutants G551D et G1349D ont permis de confirmer les données précédemment obtenues, 

SBC040 ne présentant qu’un effet très faible et SBC219 menant à un effet bien plus pro-

noncé — mais qui reste plus faible que le VX770. Ces données suggèrent que SBC040 et 

SBC219 pourraient agir selon des mécanismes légèrement différents. D’autres mutations, 

comme G551S, G970R, G1244E et S1255P, ont également été testées, menant à des ré-

sultats variables (Figure 21). 

 

Figure 20. Modifications de courant ΔIsc mesurées en chambre de Ussing en présence des composés SBC 

sur des cellules exprimant F508del-CFTR (fsk = forskoline, gst = génistéine). 

 

Figure 21. Effet potentiateur des SBCs sur plusieurs protéines CFTR mutées (test YFP). 

 De potentielles interactions entre les SBCs et d’autres potentiateurs avec des cor-

recteurs ont également été explorées. En particulier, des expériences de chambre de Us-
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VX770 ont été conduites. Lors de l’addition des SBCs, la modification du courant ΔIsc est 

restée modérée (ΔIsc = 1,2 µA/cm2 pour SBC040, 0,91 µA/cm2 pour SBC219), par rap-

port à celle observée lors de l’addition du VX770 (3,0 µA/cm2). Cependant, lors d’un 

ajout séquentiel d’un SBC et du VX770, la valeur totale de ΔIsc a augmenté par rapport à 

celle du VX770 seul (ΔIsc = 5,1 µA/cm2 pour SBC040, 6,3 µA/cm2 pour SBC219). Ces 

résultats suggèrent un effet de synergie entre les SBCs et le VX770. L’hypothèse de sites 

de fixation distincts a donc été formulée. Dans la mesure où les SBCs sont actifs sur la 

protéine sauvage, une interaction avec le site de délétion à l’interface entre les domaines 

ICL4 et NBD1 a été écartée. En outre, étant donné le cœur purinique des SBCs, ils pour-

raient se lier à l’intérieur d’un ou des deux sites de fixation de l’ATP. Des études de dock-

ing et de dynamique moléculaires ont été effectuées sur ces sites, en collaboration avec le 

Dr. Isabelle Callebaut à Sorbonne Université, et ont montré une bonne capacité des deux 

molécules SBC à interagir avec les sites de fixation de l’ATP (Figure 22), ainsi qu’une 

évolution notable de la conformation de la protéine après fixation, ouvrant la voie à une 

possible régulation allostérique de l’activité. De même, l’effet synergique observé entre 

les SBCs et le VX770 pourrait provenir d’une modification structurale allostérique favo-

rable pour la liaison de la seconde molécule, intervenant après fixation de la première. 

 

Figure 22. Représentation des meilleures poses de SBC219 et SBC040 en dynamique moléculaire au sein 

des sites de fixation de l’ATP canonique et non-canonique. 

Site
canonique

Site
non-canonique
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En outre, la production de plus de 300 composés, réalisée dans le cadre de cette 

étude, dont une grande part de dérivés de purine, s’est accompagnée de développements 

en méthodologie de synthèse afin d’atteindre des espaces chimiques peu explorés. En 

particulier, l’insertion d’un groupement aromatique en position 9 de la purine, qui avait 

été identifiée comme une modification chimique d’intérêt dans le cadre de la modulation 

de CFTR, a souvent été rapportée comme complexe et inefficace dans la littérature (réac-

tif de Chan-Evans-Lam notamment). Nous avons donc développé une nouvelle voie 

d’accès aux purines fortement substituées basée sur l’utilisation de réactifs de type Vils-

meier, en mettant l’accent sur la création d’une liaison entre l’azote 9 et des motifs aro-

matiques.65 En partant d’une 5-amino-4,6-dichloropyrimidine judicieusement substituée 

en position 2, une amine, aromatique ou non, est introduite en position 4, puis la cyclisa-

tion est réalisée par le réactif de Vilsmeier ou un réactif analogue préalablement préparé. 

L’enchaînement des deux étapes « one-pot » permet d’obtenir une variété de purines tota-

lement substituées (positions 2, 6, 8 et 9) et d’une grande diversité (Schéma 10). 

 

Schéma 10. Réaction « one-pot » proposée et molécules préparées via cette méthode. 

 Cette séquence réactionnelle a montré une grande tolérance à la présence de traces 

d’eau et d’oxygène lors d’expériences réalisées avec des solvants non-anhydres et à l’air 
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ambiant, qui n’ont mené à aucune baisse de rendement. Des tests réalisés à partir de 50 

mg à 1 g de pyrimidine de départ ont également démontré l’efficacité de la réaction à dif-

férentes échelles. En outre, l’approche a mené à la production de 9-arylpurines portant 

des groupements très variés sur le motif aromatique introduit : substituants électro-

donneurs (66, 67), électro-attracteurs (68–71) ou positionnés en ortho (61), ainsi que des 

dérivés hétérocycliques (72). L’introduction concomitante de substituants variés en posi-

tion 8 des purines (83–87) a mené à une diversité potentielle très importante et particuliè-

rement intéressante dans l’optique de préparer des analogues bioactifs. L’approche a éga-

lement été modifiée afin de permettre la production de nucléosides modifiés. Une variante 

de la méthodologie développée précédemment a donc été proposée et des précurseurs de 

l’adénosine (91), de l’ascamycine (92) et de la guanosine (93) ont été synthétisés avec des 

rendements corrects (Schéma 11). La méthode permet l’introduction rapide d’un groupe-

ment d’intérêt en position 8. 

 

Schéma 11. Adaptation de la méthode pour la synthèse de dérivés de nucléosides. 

 Ce projet a mené à la publication de deux articles : Org. Lett. 2017 et Eur. J. Med. 

Chem. 2020, respectivement numéros 19 et 24 dans la liste des Articles. 

2.6. Développement de détergents stabilisant les protéines mem-

branaires par réseau de ponts salins multiples pour leur étude et leur cris-

tallisation en solution (2013–2019, avec A. Boumendjel) 

Les détergents constituent des composés cruciaux dans la biologie structurale et la 

biochimie des protéines membranaires. Ils sont en général requis pour extraire ces pro-

téines et les maintenir sous une conformation active en solution, en particulier dans 

l’optique de permettre leur cristallisation ou le criblage de ligands. Mais malgré l’apport 

de ces molécules, seules 1% des protéines cristallisées à ce jour sont membranaires, alors 

qu’elles représentent environ 30% des protéines totales, et jusqu’à 60% des cibles théra-

peutiques identifiées. Il existe donc un besoin important de développer de nouveaux dé-

tergents ayant une efficacité accrue, et jouant un rôle aussi bien dans l’extraction et la 
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solubilisation des protéines, que dans leur stabilisation et leur cristallisation. La grande 

majorité des protéines membranaires possède un enrichissement très net en résidus ba-

siques à l’interface membrane–cytoplasme. Cette particularité structurale peut être exploi-

tée afin de développer des détergents ciblant ces résidus chargés positivement, dans le but 

de créer un réseau de ponts salins multiples ceinturant les protéines (Figure 23). 

 

Figure 23. Concept de détergents à têtes carboxylates permettant la mise en place de ponts salins avec les 

résidus basiques des protéines membranaires à l’interface membrane–cytosol. 

 

Figure 24. Première génération de détergents formant des ponts salins multiples, basée sur un squelette de 

type calixarène. Différents squelettes non aromatiques envisagés comme détergents de seconde génération. 

Des composés de type calixarène ont déjà été développés afin de cibler spécifi-

quement ces résidus, avec un succès mitigé (Figure 24). En effet, la présence de groupe-

ments polyaromatiques au sein des composés et la forte absorption UV-visible associée a 

limité à la fois les possibilités d’étude (tests UV-visibles) et la solubilité des molécules. 

Ainsi, nous nous sommes proposés de concevoir plusieurs séries de détergents originaux, 

présentant des caractéristiques plus favorables, en nous appuyant sur des plateformes non-

?

Charges négatives

Chaîne aliphatique

Plateforme calix[4]arene
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aromatiques de type sérine, DOTA, NOTA, pipérazine, pipérazinone, morpholinone et 

hydantoïne. Ce projet a été mené en partenariat avec le Dr. Pierre Falson, Univ. Lyon, et 

avec le Dr. Marine Peuchmaur au laboratoire. 

Une première série de détergents a été conçue par assemblage de la sérine avec un 

résidu d’acide glutamique, suivi de l’introduction d’une chaîne aliphatique de longueur 

variable sur l’amine de la sérine, ainsi que d’une unité de glucose ou saccharose, couplée 

par une réaction de type « click » de Huisgen (Schéma 12).66 Cette voie de synthèse a été 

appliquée à la préparation d’une dizaine de molécules, présentant des chaînes linéaires, 

ramifiées ou portant un cycle saturé, un travail réalisé par le Dr. Kim-Anh Nguyen. La 

capacité de ces molécules à extraire des pompes d’efflux membranaires, BmrA et AcrB, a 

été évaluée. En présence de ces détergents, ces deux protéines ont été retrouvées dans les 

surnageants après centrifugation et analyse par SDS-PAGE, dans des quantités significa-

tives et dépendantes de la concentration en détergent, alors que seules des traces avaient 

été détectées en l’absence d’additifs. En outre, certaines molécules ont permis d’extraire 

complètement BmrA dans sa forme active, laissant intacte l’activité ATPasique de la pro-

téine, alors que des détergents plus classiques comme le DDM ont mené à jusqu’à 85% de 

perte de fonction dans des concentrations propices à une extraction complète. 

 

Schéma 12. Synthèse des détergents de type sérine. Réactifs et conditions : a. bromure de propargyle, NaH, 

DMF, 25 °C, 18 h, non isolé ; b. H-D-Glu(OBn)-OBn, TBTU, DIPEA, DMF, 25 °C, 3 h, 77% sur deux 

étapes ; c. TFA, CH2Cl2, 0 °C, 4–5 h, non isolé ; d. RCOCl, DMAP, pyridine, CH2Cl2, 25 °C, 18 h, 40–84% 

sur deux étapes ; e. glucosyl/maltosyl-OCH2CH2N3, CuSO4, ascorbate de sodium, DMF, 140 °C, micro-

ondes, 30–60 min, 38–90% ; f. MeONa, MeOH, 25 °C, 18 h, non isolé ; g. LiOH, THF, H2O, 25 °C, 4 h, 

46–100% sur deux étapes ; h. MeONa, MeOH, 25 °C, 18 h, 100%. 
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 Cette activité ATPasique est également très conservée dans le temps, en particu-

lier lors du traitement de BmrA par un mélange de DDM et de détergent 94b (Figure 

25A). En effet, après 40 jours, l’activité mesurée est très proche de l’activité initiale. Au 

contraire, la présence de DDM seul mène à une diminution notable de l’activité ATPa-

sique dès 20 jours environ. La stabilité thermique a également été mesurée pour les déter-

gents 94a, 94b, 94f, 95a et 95b sur BmrA et A2AR, en présence de DDM (Figure 25B–E). 

Les valeurs de Tm — la température de fusion apparente, à laquelle 50% de la protéine a 

été dénaturée — sont modifiées de 20 à 29 °C pour BmrA et de 13 à 21 °C pour A2AR en 

présence des cinq molécules, tandis que les autres composés de la série ont produit des 

résultats bien plus modestes. De manière intéressante, une tendance semble se dessiner, 

favorable aux chaînes aliphatiques les plus longues. Globalement, ces résultats placent les 

molécules de type sérine au premier plan, parmi les détergents capables de générer une 

augmentation de Tm de plus d’une unité de log, comme le LMNG, le FA3 ou les malto-

sides basés sur un template norbornane (NBMs). 

 

Figure 25. Stabilité dans le temps de BmrA purifiée avec le DDM et en présence de DDM, DDM+FA3 et 

DDM+94b (A). Stabilisation thermique de BmrA (B–C) et d’A2AR (D–E) en présence des détergents 94a–g 

et 95a–b. 

Enfin, l’effet des détergents de type sérine sur la cristallisation de BmrA a été étu-

dié. La cristallisation en routine de BmrA en présence de PEG 1000 mène à l’obtention de 

cristaux qui diffractent à une résolution de 6–8 Å. Après traitement par 94f, des cristaux 

bien organisés ont été observés, qui ont mené à une diffraction à une résolution de 4 Å et 

à un spectre de diffraction de meilleure qualité (Figure 26). Des études supplémentaires 

sont menées pour atteindre des cristaux d’une qualité suffisante pour permettre la résolu-

tion de structures à l’échelle atomique. 
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Figure 26. Expériences de cristallisation de BmrA en présence des détergents 94a–g et 95a–b, et résolu-

tions obtenues par diffraction des rayons X. 

 Une seconde série a été conçue sur la base d’une plateforme de type DOTA. Cette 

plateforme présente l’avantage de promouvoir intrinsèquement la solubilité aqueuse des 

détergents, et ainsi de pouvoir s’affranchir de l’introduction de groupements polaires 

comme des unités de sucre ou des chaînes de type PEG. En outre, le DOTA est capable 

d’accueillir des ions lanthanide, qui pourraient s’avérer utiles comme cristallophores pour 

les expériences de cristallisation. Plusieurs molécules, présentant des groupements de 

type acide acétique sur trois des quatre amines du motif DOTA, et une chaîne aliphatique 

couplée par le biais d’un lien amido sur la quatrième amine, ont été conçues et synthéti-

sées, avec des longueurs de chaîne différentes (97a–e). En outre, des dérivés possédant 

deux chaînes aliphatiques (101d–e), quatre acides carboxyliques (100), ou basés sur un 

motif NOTA (99d–e), ont été préparés, ainsi que deux analogues de DOTA comportant 

un atome de gadolinium (98d–e). Au total, 12 composés ont été obtenus (Schéma 13). 

Lors des premiers tests, certaines de ces molécules, notamment 97c, 97d et 97e, ont mon-

tré une capacité intéressante à extraire BmrA et à maintenir une bonne activité ATPa-

sique. En outre, le composé 97d a notamment mené à des résultats préliminaires promet-

teurs lors de tests de cristallisation de BmrA (Figure 27). Des évaluations plus poussées 

sont maintenant nécessaires afin de déterminer plus précisément le potentiel des déter-

gents de type DOTA. 

94d94c 94b 94a 95b 95a 94f 94g
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Schéma 13. Synthèse des détergents de type DOTA/NOTA. Réactifs et conditions : a. alkylamine, BOP, 

DIPEA, CH2Cl2, 25 °C, 16 h, 70–99% ; b. TFA, 25 °C, 2,5 h puis NaOMe, MeOH, 25 °C, 1 h, 83–99% ; c. 

GdCl3.6H2O, H2O, 25 °C, pH 7, 16 h, 92% ; d. 2-bromo-N-alkylacétamide, K2CO3, DMF, 25 °C, 16 h, 74–

85% ; e. TFA, 25 °C, 2,5 h puis NaOMe, MeOH, 25 °C, 1 h, 66–88% ; f. 2-bromododécanoate de tert-

butyle, K2CO3, DMF, 25 °C, 16 h, 66% ; g. TFA, 25 °C, 3 h puis NaOMe, MeOH, 25 °C, 1 h, 51% ; h. 

Boc-succinimide, CH2Cl2, 25 °C, 24 h, 100% ; i. 2-bromo-N-alkylacétamide, K2CO3, DMF, 25 °C, 16 h, 

40–72% ; j. TFA, 25 °C, 3 h, 70–82% ; k. bromoacétate de tert-butyle, K2CO3, DMF, 25 °C, 48 h, 20–62% ; 

l. TFA, 25 °C, 2,5 h puis NaOMe, MeOH, 25 °C, 1 h, 36–100%. 

 

Figure 27. Expériences de cristallisation de BmrA en présence du détergent 97d et cristaux obtenus. 

Une troisième série a été conçue sur la base du squelette pipérazine. Il s’agit en 

particulier des travaux d’Oliver White, en stage de Master au laboratoire (2017–2018). Le 

développement de cette nouvelle série s’appuie sur l’observation que les détergents pré-

sentant une flexibilité conformationnelle restreinte mènent souvent à des propriétés pro-
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metteuses, notamment par une meilleure pré-organisation des structures de type micelle, 

et par une réduction de la pénalité entropique associée à la formation de complexes déter-

gent–protéine. Ainsi, une façon de rigidifier la structure des détergents de type sérine pré-

sentés précédemment serait de transformer le motif OCH2CH2N de la sérine en motif pi-

pérazine, pour produire des détergents analogues mais moins flexibles (Schéma 14). 

 

Schéma 14. Concept de rigidification des détergents de type sérine par l’introduction du motif pipérazine. 

Synthèse du détergent de type pipérazine 102. Réactifs et conditions : a. H-D-Glu(OBn)OBn, TBTU, DI-

PEA, DMF, 25 °C, 16 h, 50% ; b. chlorure de tétradécanoyle, Et3N, DMAP, CH2Cl2, 25 °C, 16 h puis TFA, 

CH2Cl2, 0 °C, 4 h, 63% ; c. PEG-tosylate, K2CO3, MeCN, 80 °C, 2 h, 8%. 

Après introduction de la chaîne aliphatique et du groupement polaire permettant 

de promouvoir la solubilité dans l’eau — ici un groupement PEG —, le composé 102 n’a 

pour le moment pas été obtenu, à cause de difficultés dans la caractérisation de son pré-

curseur dibenzylé. En effet, la présence de multiples diastéréoisomères — liés notamment 

à une épimérisation en milieu basique via la formation d’un intermédiaire cyclique — 

et/ou rotamères — les liaisons de type amide revêtent un caractère de double liaison, et 

plusieurs conformères peuvent être observés, en particulier pour les amides tertiaires 

comme celui présent sur la pipérazine — a considérablement complexifié les spectres 

RMN. Ainsi, les conditions d’obtention du composé 102 nécessitent à ce jour un impor-

tant travail d’optimisation supplémentaire. 

Enfin, des travaux ont été entrepris autour d’une quatrième série de détergents ri-

gides, basés sur des squelettes de type pipérazinone, morpholinone et hydantoïne. En par-

ticulier, la synthèse du dérivé 103, basé sur un cycle morpholinone, a été étudiée (Schéma 

15). Si l’intermédiaire avancé diester a été produit sans problème, à partir d’un dérivé du 

malonate d’éthyle et d’un aminoalcool comportant une chaîne aliphatique, la dernière 

étape de déprotection a mené jusqu’ici à une dégradation du produit. Une étude approfon-

die est donc là encore nécessaire afin de mener la synthèse de 103 à son terme dans le but 

d’évaluer son potentiel comme détergent. 
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Schéma 15. Exemples de structures de détergents ciblées. Synthèse du détergent de type morpholinone 103. 

Réactifs et conditions : a. Ph3P=CO2t-Bu, PhMe, 0 °C, 2 h, 79% ; b. TFA, 0 °C, 45 min, 100% ; c. 1-

bromodécane, EtOH, 65 °C, 4 h, 7% ; d. EDCI, HOBt, THF, 25 °C, 48 h, 26%. 

Ce projet a mené à la publication d’un article : Angew. Chem. Int. Ed. 2018, numé-

ro 21 dans la liste des Articles. 
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CHAPITRE 3 

 

DU PROJET DE RECHERCHE ET DES                                 

DÉVELOPPEMENTS À MOYEN ET LONG TERMES 

3.1. Introduction et contexte du projet 

La peau constitue la première ligne de défense de l’organisme contre les agres-

sions environnementales. Par conséquent, elle bénéficie de plusieurs mécanismes protec-

teurs. Parmi eux, les mélanines, les principaux pigments de la peau humaine, jouent un 

rôle crucial contre les radiations UV et les radicaux libres nocifs. Mais la production de 

ces pigments (la mélanogenèse) peut aussi induire une accumulation de mélanines à des 

niveaux anormaux, menant à des hyperpigmentations, mélasma et lésions cutanées, et 

provoquant au final des problèmes de santé et des préjudices esthétiques parfois sévères.67 

En outre, le mélanome est lié à une synthèse anarchique des mélanines, qui permettent 

l’émergence de résistances à presque toutes les thérapies anti-cancéreuses classiques.68,69 

Par conséquent le mélanome est le cancer de la peau le plus meurtrier (75% des décès liés 

aux cancers de la peau), alors que son incidence reste faible (2% des cancers de la 

peau).70 Cette multi-résistance peut être contournée par l’administration d’inhibiteurs de 

la mélanogenèse comme adjuvants en chimio-, radio-, ou immunothérapie pour sensibili-

ser le mélanome, conduisant ainsi à une amélioration du pronostic de la maladie.71,72 De 

plus, il existe une demande exponentielle pour de tels inhibiteurs dans le cadre du blan-

chiment de la peau en cosmétique. En effet, les agents actuellement utilisés contiennent 

souvent des molécules toxiques et/ou inefficaces, ce qui a mené à l’interdiction d’un 

grand nombre d’entre eux dans les pays Européens notamment, alors que le marché asso-

cié à ces agents pourrait atteindre 23 milliards de dollars en 2020. 

 Le développement d’agents efficaces et sélectifs pour la modulation de la mélano-

genèse est donc nécessaire. La tyrosinase (TY), qui est une métalloenzyme à centre binu-

cléaire de cuivre, apparait comme une cible attractive.73 Chez l’humain, elle catalyse en 

effet les deux premières étapes-clés qui initient la mélanogenèse : les oxydations succes-
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sives de la L-tyrosine et de la L-DOPA.40 L’inhibition de TY est donc une stratégie bien 

établie et documentée pour supprimer la mélanogenèse in vivo, et en conséquence de 

nombreux inhibiteurs ont été développés pour des applications thérapeutiques et/ou der-

mocosmétiques.74,75 Néanmoins, dans la plupart des cas ces études se sont appuyées uni-

quement sur des tests in vitro réalisés sur la TY de champignon (abTY) facilement acces-

sible commercialement, malgré une faible homologie avec la TY humaine (hsTY) et des 

interactions avec les inhibiteurs décrites comme très différentes. Ainsi, même l’inhibiteur 

d’abTY le plus connu et le plus utilisé en dermocosmétique — et l’une des références les 

plus testées dans les études liées à TY —, l’acide kojique, a été trouvé 100 fois moins 

actif contre hsTY que contre abTY (Ki = 350 contre 4,3 µM).76 Cette inefficacité mène à 

l’utilisation de fortes concentrations de produit en cosmétique, induisant des effets secon-

daires nocifs, comme des dermatites et des érythèmes, ainsi qu’un caractère cancérigène 

démontré. Une telle différence d’activité est par ailleurs observée pour presque tous les 

inhibiteurs de référence de TY (Tableau 6).77 Le développement d’agents adaptés pour 

des applications humaines, dont l’activité est correctement évaluée contre hsTY, est donc 

aujourd’hui urgent.78 

Inhibiteur de référence Activité contre abTY (µM) Activité contre hsTY (µM)  

Acide kojique 4,3a ; 6,0b 350a ; 500b 

Hydroquinone 1,1b >4000b 

Arbutine 40b >4000b 

Acide benzoïque 4,6a 520a 

Tableau 6. Exemples d’inhibiteur de TY fréquemment utilisés comme références.76,77 aValeur de Ki. 
bVa-

leur d’IC50. 

 Cependant, la maturation de hsTY est un processus complexe qui implique un 

ancrage transmembranaire et un trafic à travers le réticulum endoplasmique et l’appareil 

de Golgi, contrôlé par des N-glycanes spécifiques, qui sont inaccessibles à des orga-

nismes simples comme E. coli pour la production d’enzyme recombinante. Pour cette 

raison, produire hsTY en grandes quantités est un défi, ce qui compromet largement le 

criblage d’inhibiteurs et les études structurales.76 Ainsi, si plusieurs TYs de champi-

gnons,79,80 bactéries81,82 et plantes83 ont été cristallisées durant la dernière décennie, 

l’élucidation structurale de hsTY est toujours attendue. Cependant, récemment, de nou-

veaux protocoles de production de hsTY recombinante à plus large échelle ont été pu-

bliés,76,84,85 l’un d’entre eux menant à l’obtention de données cristallographiques prélimi-
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naires.86 En outre, la structure de hsTYRP1, une enzyme très proche de hsTY, a été réso-

lue,87 et deux modèles d’homologie robustes de hsTY ont été mis à disposition de la 

communauté.88,89 À la lumière de ces nouveaux développements, la conception ration-

nelle d’inhibiteurs évalués sur hsTY peut être envisagée plus sereinement.90 Le projet 

EPIDERMIS a pour objectif d’investir pleinement ces nouvelles possibilités de recherche 

prometteuses pour développer des inhibiteurs de hsTY efficaces et sélectifs, testés en con-

texte humain uniquement (hsTY, lysats cellulaires humains, cellules de mélanome hu-

main, modèle pré-clinique de peau humaine). 

 Enfin, hsTY est reconnu comme un biomarqueur important du mélanome, dans la 

mesure où la sensibilité et la sélectivité de l’enzyme approche 100% dans les stades pré-

coces de la maladie.91,92 Si le taux de survie à un mélanome précoce non métastatique 

après ablation chirurgicale est de 97%, le mélanome est connu pour son évolution rapide 

et ses métastases, qui mènent à un taux beaucoup plus faible pour les stades plus tardifs 

(15% de survie à cinq ans après métastases).91 Dans ce contexte, hsTY fournit la précision 

et la fiabilité requises pour un diagnostic différentiel aussi précoce que possible, 

l’accumulation de l’enzyme précédant le développement du mélanome malin. La détec-

tion et la quantification de hsTY en milieu biologique constitue donc une opportunité 

d’assurer une prise en charge rapide de la maladie. Historiquement, plusieurs études se 

sont focalisées sur la mise en place de protocoles pour la détection de l’activité de TY, 

basés sur des méthodes colorimétriques,93 électrochimiques,94 électrophorétiques95 ou 

radiométriques.96 Ces méthodes sont aujourd’hui reconnues comme fastidieuses, lentes et 

invasives, alors que de nouvelles techniques basées sur la fluorescence permettent de 

s’affranchir de ces limitations. Ainsi, de nombreuses sondes fluorescentes ont été explo-

rées plus récemment, basées sur des fluorophores moléculaires, des points quantiques, des 

nanoclusters ou des nanoparticules,97–99 souvent associés à des synthèses, des séparations 

et des purifications longues et complexes, ainsi qu’à l’émergence de problématiques de 

cytotoxicité. De plus, détecter l’activité générique des TYs soulève fréquemment des pro-

blèmes d’interférences. Mis ensemble, ces inconvénients limitent fortement les applica-

tions potentielles de ces sondes. Nous proposons donc de nous appuyer sur les avancées 

réalisées pour le développement de ligands spécifiques de hsTY (dans la littérature et 

dans le cadre de ce projet) pour concevoir pour la première fois un biocapteur réagissant 

au contact de la structure spécifique de hsTY (et non à son activité catalytique). 
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3.2. Premier objectif : « De ligands de TY identifiés via leur activité 

contre abTY à des inhibiteurs efficaces et sélectifs de hsTY comme candi-

dats cliniques » 

Si la littérature dédiée aux inhibiteurs d’abTY est foisonnante, l’état de l’art con-

cernant les inhibiteurs de hsTY isolé est seulement naissant, et seule une poignée d’études 

récentes s’est effectivement appuyée sur ce type d’évaluation. Un travail pionnier de 

Kolbe et al. en 2013 a mené à l’identification du rucinol (4-tert-butylrésorcinol) comme 

inhibiteur de hsTY avec un IC50 de 21 µM (Ki = 9,1 µM, Figure 28),100 une valeur bien 

plus faible en comparaison de celles obtenues pour les références classiquement testées 

(acide kojique, hydroquinone, arbutine, Tableau 6). Une autre étude a identifié la 3-

hydroxycoumarine, avec des valeurs proches.101 Globalement, seuls deux composés ont à 

ce jour atteint une valeur de Ki dans l’ordre de grandeur submicromolaire : le thiamidol, 

développé par la compagnie Beiersdorf,77 et le composé 3g, développé au laboratoire48 

(Ki = 0,25 µM et 0,35 µM respectivement, Figure 28). Ces deux composés ont été décrits 

comme des inhibiteurs compétitifs dont le site de fixation est le site actif de hsTY conte-

nant les atomes de cuivre. Le thiamidol a été identifié à travers un criblage à haut débit 

d’une grande chimiothèque, suivi d’un processus d’optimisation du « hit ».102 La rationa-

lisation de sa liaison avec hsTY par la modélisation moléculaire, en utilisant un modèle 

d’homologie de hsTY, a conduit à la détermination des interactions clés de la molécules 

avec des résidus de la seconde sphère de coordination qui ne sont pas conservés parmi les 

autres TYs et les enzymes reliées, comme Ile368 ou Ser375 (Figure 28). Au contraire, le 

composé 3g a été conçu au laboratoire par l’incorporation du motif 2-hydroxypyridine-N-

oxyde (HOPNO, un chélateur connu et efficace des centres à cuivre) sur un squelette de 

type aurone, de manière rationnelle. Nous avions auparavant observé que les aurones sont 

de bons ligands de différentes TYs,46 et qu’elles adoptent différents comportements : in-

hibiteurs, substrats ou activateurs. Pour éviter toute oxydation par TY (comportement de 

substrat) et toute incapacité de fixation sur le centre à cuivre (comportement d’activateur), 

nous avons introduit le motif HOPNO sur le cycle B, afin d’induire un ancrage solide des 

composés dans le site actif. Cette stratégie a produit trois composés, dont 3g, qui montre 

la meilleure activité contre hsTY de la série. La géométrie proposée par les expériences 

de modélisation moléculaire inclut des interactions avec Ile368, et avec des résidus éloi-

gnés du centre à cuivre (et spécifiques à hsTY) comme His304, Lys306 et Arg308, tous 

localisés au sein de la boucle distante et flexible 302–310 (Figure 29). 
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Figure 28. Quatre inhibiteurs de hsTY testés contre l’enzyme isolée. Pour le thiamidol et le composé 3g, 

interactions avec les résidus du site actif observées lors d’expériences de modélisation moléculaire. Pour le 

composé 3g, numérotation des positions sur le squelette aurone. 

 

Figure 29. Position moyenne du complexe 3g–hsTY après dynamique QM/MM. Les surfaces vertes repré-

sentent les interactions moléculaires. 

 Cependant, si le composé 3g présente une meilleure activité contre hsTY que 

contre abTY (Ki = 0,35 µM contre 1,27 µM), ce qui est rarement le cas parmi les inhibi-

teurs connus, un effort supplémentaire doit être réalisé afin d’atteindre une exigence 

d’activité et de sélectivité compatible avec un développement ultérieur. Plusieurs options 

de modulation chimique seront donc envisagées, basées sur le squelette aurone comme 

point de départ, et avec l’aide des résultats précédemment obtenus et de nouveaux proto-

coles de modélisation moléculaire mis en place au laboratoire. Les modèles d’homologie 

de hsTY précédemment mentionnés, et notamment un modèle récent construit à partir des 

données structurales issues de la résolution de la structure de hsTYRP1,89 seront pleine-
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ment mobilisés pour les calculs de docking moléculaire. Les interactions potentielles du 

cycle A des aurones avec les résidus de la seconde sphère de coordination seront des 

cibles prioritaires, comme His304, Lys306 et Arg308. Dans la mesure où ces résidus ne 

sont pas conservés dans les autres TYs et dans hsTYRP1, des analogues appropriés inte-

ragissant avec eux pourraient assurer une sélectivité accrue, tout en augmentant l’affinité 

globale des composés. Par ailleurs, des études précédentes ont mis l’emphase sur le rôle 

de contrôleur de ces résidus, localisés autour du centre à cuivre (5,5–16 Å), dans l’activité 

et la spécificité de l’enzyme, ainsi que dans le guidage du substrat.83,103,104 Des modula-

tions fines seront ainsi proposées et entreprises à la lumière des données fournies par la 

modélisation moléculaire. En première intention, les groupements chimiques capables de 

former des liaisons hydrogène avec les résidus polaires décrits précédemment seront in-

troduits. Des substituants méthoxyl, diméthylamino (et les homologues supérieurs), ami-

no ou hydroxyl seront ciblés, ainsi que des groupements carboxylate, préférentiellement 

en position 6, afin d’évaluer la flexibilité de la boucle 302–310 de hsTY et de rechercher 

des interactions optimales. Des transformations plus ambitieuses du cycle A des aurones 

seront également entreprises, comme l’introduction d’un cycle additionnel fusionné de 

type furane, dont la synthèse est déjà documentée.105,106 La présence d’un groupe de type 

morpholino ayant été identifiée comme un élément intéressant pour le ciblage des méla-

nosomes, où leurs propriétés de protonation permettent une accumulation spécifique,107 

des analogues portant ce motif seront préparés. Par ailleurs, des modifications chimiques 

du cycle C seront réalisées pour renforcer les interactions avec Ile368. De nouvelles voies 

de synthèse sont d’ores et déjà en cours d’exploration pour obtenir un accès fiable à des 

dérivés d’hemiindigo (HI), d’hémithioindigo (HTI) ou d’indanone (hémiindigoïdes) judi-

cieusement substitués (Figure 30). 

 

Figure 30. Modulations chimiques envisagées en première intention pour les cycles A, B et C du squelette 

aurone, et résidus clés ciblés pour la mise en place d’interactions. 

 En outre, la transposition d’une inhibition de hsTY à un effet anti-mélanogénique 

dans des contextes cellulaire ou in vivo nécessite la considération d’autres paramètres. Le 
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composé 3g souffre en premier lieu d’une très faible solubilité dans l’eau. De plus, le mo-

tif HOPNO existe probablement sous la forme d’un équilibre tautomérique entre les 

formes N-hydroxy-2-pyridinone et 2-hydroxypyridine-N-oxyde, générant un caractère 

partiellement zwitterionique. Ces paramètres induisent une capacité limitée de 3g à inhi-

ber la production de mélanine au sein de lysats de cellules de mélanome humain MNT-1 

(IC50 = 16,6 µM) mais également à franchir les membranes cellulaires, ce qui conduit à 

une perte supplémentaire d’activité lors des tests sur cellules entières (IC50 = 85,3 µM). 

Ainsi, la seconde priorité en termes de modulation chimique sera dédiée à une améliora-

tion des propriétés physicochimiques de 3g, en particulier sa solubilité aqueuse, sa ba-

lance hydrophile–lipophile et son état de charge. Le remplacement du motif HOPNO par 

un autre groupement non-oxydable chélateur du centre à cuivre sur le cycle B, comme un 

groupe phényl substitué (e.g. un motif résorcinol inspiré du thiamidol, ou avec un grou-

pement de reconnaissance 4’-fluorophényl,108 comme récemment suggéré) ou un cycle 

insaturé alternatif (e.g. inspirés de l’acide kojique, de la mimosine, de la tropolone ou de 

l’hydroxyquinoline) pourrait permettre d’améliorer la solubilité dans l’eau et les proprié-

tés de pénétration cellulaire (Figure 30). En effet, une série d’aurones et dérivés, notam-

ment de type résorcinol, préparée par Brayan Roulier (doctorant travaillant sur le projet), 

a d’ores et déjà fourni des résultats prometteurs, avec des valeurs bien meilleures obtenus 

lors de tests sur lysats de cellules MNT-1 (Figure 31). 

 De plus, le composé EPI001 a montré une activité plus importante sur les cellules 

MNT-1 entières (collaboration avec le Dr. Marc Maresca à l’Université Aix-Marseille). 

Ces résultats tendent à confirmer le lien entre la présence du motif HOPNO et les pro-

blèmes de solubilité et de franchissement de membrane rencontrés. Ils constituent une 

base solide pour des efforts supplémentaires de synthèse chimique. Il est important de 

noter que les aurones en général et les composés testés en particulier ne sont pas cyto-

toxiques, ou à fortes concentrations. En outre, une étude antérieure réalisée dans le cadre 

d’un partenariat avec la société BASF sur plusieurs dérivés d’aurone n’a révélé aucun 

effet nocif lors de tests de toxicité orale chez le rat, ni lors de tests d’irritation oculaire et 

d’irritation/corrosion dermatologique aigüe chez le lapin.41 Globalement, le squelette au-

rone peut donc être considéré comme une plate-forme sûre pour des applications dermato-

logiques. 

 Ce projet de recherche et l’étude préliminaire sur 3g sont parmi les seuls exemples 

de développement d’inhibiteurs totalement orienté sur des systèmes humains. Le projet 
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porte donc un important facteur de nouveauté par le ciblage de hsTY et l’abandon des 

évaluations non pertinentes sur abTY. De plus, la conception rationnelle d’inhibiteurs de 

hsTY apparait comme totalement originale, dans la mesure où la seule étude de docking 

moléculaire rapportée à ce jour (réalisée sur des thiazolyl résorcinols, et notamment sur le 

thiamidol) a été conduite a posteriori, et n’a pas revêtu de vocation prédictive. 

 

 

Figure 31. Résultats d’une première série d’aurones et dérivés évaluée lors d’un test d’inhibition de produc-

tion de mélanine sur lysats de cellules MNT-1, et comparaison avec 3g et le rucinol comme référence. Les 

valeurs indiquées sont les IC50 mesurées, en µM. 

3.3. Deuxième objectif : « De sondes de détection générique de 

l’activité oxydante de TY à des biocapteurs spécifiques de la structure de 

hsTY sans marquage » 

La détection fluorescente de l’activité de TY a été très étudiée ces dernières an-

nées, incluant une majorité de travaux sur des capteurs basés sur des fluorophores orga-

niques. L’approche la plus utilisée s’appuie sur le lien entre un groupement fluorogénique 

et un substrat de TY, typiquement un groupement phénol ou catéchol.109 Cette stratégie a 

mené au développement de nombreuses sondes. Une proportion significative d’entre elles 
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a été construite sur la base de propriétés de « turn-off » de la fluorescence, c’est-à-dire sur 

l’extinction de la fluorescence par l’activité de TY, ce qui a soulevé des problèmes sé-

rieux de sensibilité faible et d’importante fluorescence résiduelle.97–99 La recherche s’est 

donc concentrée sur des propriétés plus adaptées de « turn-on » (la fluorescence apparait 

avec l’activité de TY), selon deux stratégies principales : (a) un mécanisme d’oxydation–

clivage déclenché par TY qui libère un fluorophore et augmente la fluorescence mesurée, 

et (b) une interruption de l’effet PET (« Photoinduced Electron Transfer ») du groupe-

ment hydroxyphényl vers un autre motif lors de sa conversion en ortho-quinone catalysée 

par TY (Figure 32). Cependant, une grande partie de ces outils a été conçue autour de 

motifs oxydables de type 4-hydroxyphényl ou 3,4-dihydroxyphényl,110–112 ce qui pose des 

problèmes d’interférence par rapport aux ROS. En effet, les espèces ONO2
–,113 O2

.–,114 ou 

H2O2,
115 par exemple, qui sont présentes notamment dans des contextes cancéreux, sont 

fréquemment détectées par des sondes basées sur les mêmes groupes réactifs. Les meil-

leurs résultats en termes de sélectivité et de sensibilité ont à ce jour été atteints en utilisant 

le motif 3-hydroxyphényl récemment décrit, avec une stratégie de « turn-on », qui permet 

d’éviter la plupart des écueils mentionnés. Néanmoins, deux limitations subsistent pour 

des applications humaines. Premièrement, une compétition potentielle pourrait persister 

entre l’oxydation de la partie substrat des sondes par hsTY, et par d’autres enzymes de 

type oxydase à l’activité proche (par exemple la tyrosine hydroxylase, la glucose oxydase, 

la xanthine oxydase ou hsTYRP1). Deuxièmement, les TYs, et en particulier celles de 

mammifères, sont des enzymes inefficaces de manière inhérente. Les constantes cataly-

tiques pour l’oxydation de la L-tyrosine et de la L-DOPA, mais aussi celles des autres 

phénols et catéchols comme substrats non-naturels, sont ainsi particulièrement faibles 

dans le cas de hsTY, comparé à abTY.76 En conséquence, les temps d’incubation néces-

saires en système humain pourraient être significativement supérieurs à ceux attendus, et 

constituer un obstacle pour l’implémentation de processus d’analyse rapide. 

 

Figure 32. Exemples de sondes de l’activité de TY, s’appuyant sur des mécanismes d’oxydation–clivage et 

d’interruption de PET. 
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 Par ailleurs, les sondes fluorescentes sensibles à l’environnement subissent un 

changement d’intensité de fluorescence et/ou de couleur lorsqu’elles sont confrontées à 

des modifications de leur microenvironnement local, sans intervention d’une réaction 

chimique ou enzymatique.116 Certaines de ces sondes sont sensibles aux modifications de 

polarité, et sont ainsi parfaitement adaptées pour la détection de poches hydrophobes au 

sein de biomolécules, et particulièrement de protéines, dans la mesure où une interaction 

sonde–biomolécule suffisamment forte est capable de déclencher un mécanisme de 

« turn-on » de la fluorescence. Ce « turn-on » provient souvent d’un transfert de charge, 

qui mène à un état excité hautement dipolaire à partir d’une structure de type « push-

pull » comprenant des groupes électro-donneur et électro-accepteur conjugués. Si cet état 

est rapidement quenché dans un solvant polaire protique comme l’eau, il mène à 

l’émission de fluorescence lors de son retour à l’état fondamental dans un environnement 

hydrophobe. Le contraste entre les intensités de fluorescence respectives peut fournir un 

moyen de détection précis, fiable et non-invasif. Ainsi, la liaison de telles sondes fluoro-

géniques sensibles à l’environnement avec des ligands de hautes affinité et sélectivité 

peut ouvrir de nouvelles pistes pour la production de biocapteurs de protéines, comme en 

témoignent quelques exemples de la littérature (Figure 33).117,118 En outre, des études 

récentes ont montré que le motif fluorogénique lui-même peut former des interactions 

hydrophobes avec une cible, maximisant par là même l’effet de sensibilité à 

l’environnement.119,120 Cependant, le marquage des inhibiteurs par des fluorophores clas-

siques entraîne souvent des problèmes collatéraux, comme une perte d’affinité, une mau-

vaise pénétration cellulaire ou une cytotoxicité. Nous proposons donc de nous appuyer 

sur la fluorescence intrinsèque du squelette aurone pour concevoir de nouvelles sondes 

chimiques originales pour la détection spécifique de hsTY basée sur la structure de 

l’enzyme. En effet, deux séries d’aurones ont d’ores et déjà été rapportées avec des profils 

de substitution variés (Figure 34),121,122 et leurs propriétés solvatochromiques marquées, 

leurs hauts rendements quantiques et leurs larges déplacements de Stokes ont validé 

l’utilisation de dérivés d’aurones comme biocapteurs photophysiques de biomolécules, 

parmi d’autres applications.123–127 En pratique, la fluorescence des aurones est seulement 

résiduelle dans l’eau et les solvants polaires, et augmente considérablement en milieu 

apolaire, et ces molécules apparaissent donc comme totalement adaptées pour une détec-

tion sensible à l’environnement et sans utilisation de marquage de cibles biologiques. En 

outre, en comparaison avec des fluorophores classiques comme la fluorescéine, la rhoda-

mine, les cyanines ou les BODIPYs, les aurones décrites sont de plus petite taille (masse 
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molaire de 250–300 contre 330–570) et présentent de bien meilleurs déplacements de 

Stokes (75–150 nm contre 5–40 nm),128 un élément crucial pour éviter les phénomènes 

d’auto-quenching. 

 

Figure 33. Exemples de sondes sensibles à l’environnement développées pour la détection de sites hydro-

phobes de protéines, et stratégies employées. 

 

Figure 34. Quatre aurones décrites dans la littérature pour leurs propriétés de fluorescence sensible à 

l’environnement et leur potentiel pour des applications biologiques préliminaires. Intensité de fluorescence 

du composé 105 dans MeOH (vert), MeCN (bleu) et CHCl3 (rouge). 

 

Figure 35. Spectre d’émission de l’aurone 1f (0,3 µM) dans un tampon Tris (pH 7,5) à 25 °C en absence 

(bleu) et en présence (rouge) d’abTY (15 µM). Les échantillons ont été excités à 423 nm. 

Nous avons réalisé une expérience préliminaire afin d’illustrer notre concept de 

sonde fluorescente « turn-on » capable de détecter hsTY, en utilisant l’enzyme de cham-

pignon facilement accessible abTY. Le composé 1f est un inhibiteur d’abTY publié, qui 

présente une valeur d’IC50 de 9 µM.46 De manière intéressante, si la fluorescence de cette 

aurone (à 0,3 µM) dans un tampon Tris a été mesurée à une faible intensité, une augmen-
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tation significative de cette fluorescence (d’un facteur ~4,5 à 530 nm, et d’un facteur ~10 

à 600 nm) a été observée après addition d’abTY (15 µM, Figure 35). De manière intéres-

sante, l’effet « turn-on » a donc fonctionné même lors d’une expérience réalisée avec un 

inhibiteur de structure très classique, sans aucune optimisation des substituants pour favo-

riser les propriétés photophysiques des aurones pour des applications biologiques. Ainsi, 

cette preuve de concept suggère qu’une amélioration considérable pourrait être obtenue 

par une conception appropriée de structures dédiées à la fluorescence. La substitution des 

sondes fluorogéniques basées sur le squelette aurone et déjà décrites sera pour nous une 

source d’inspiration majeure dans l’optique de concevoir une première génération. 

 

Figure 36. Modulations chimiques envisagées en première intention pour les cycles A et B du squelette 

aurone, dédiées à l’amélioration des paramètres photophysiques importants pour des applications de détec-

tion de biomolécules ; représentation visuelle du concept de détection « turn-on » sensible à 

l’environnement. 

En particulier, la présence de groupements amino en position 4’ a été mentionnée 

comme favorable.121,129,130 Plus généralement, une étude théorique a mentionné le rôle 

crucial de la présence d’un group électro-donneur dans cette position, capable de générer 

le motif classique donneur-π-accepteur qui permet le phénomène de type « push-pull » 

recherché.131 Ainsi, nous émettons l’hypothèse que la présence d’un groupement phénol 

non-oxydable en position 4’ permettrait de conserver le potentiel des analogues de type 

amino, tout en améliorant les interactions avec le centre à cuivre. Pour aller plus loin, la 

déprotonation du groupe hydroxyl situé en position 4’, qui intervient lors de la liaison aux 

atomes de cuivre, pourrait promouvoir la délocalisation électronique et mener à une aug-

mentation de la fluorescence en l’absence d’un environnement polaire. En conséquence, 

une variété de composés incluant des groupements hydroxyl et amino en position 4’ sera 

synthétisé. Par ailleurs, le motif benzofuranone jouant le rôle d’accepteur, des calculs 

théoriques ont révélé le potentiel important de certains groupes électro-accepteurs spéci-

fiques en position 4.131 L’introduction d’un substituant CF3 ou NO2 à cette position de-

vrait ainsi conduire à un déplacement des longueurs d’onde d’excitation et d’émission 
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vers le rouge. La présence de multiples groupes méthoxyl sur les cycles A et B a égale-

ment été associée à un déplacement bathochrome de la longueur d’onde d’absorption 

maximale,122 une modification souhaitable dans le cadre d’applications biologiques. Nous 

prévoyons donc de nous concentrer sur les structures décrites dans la Figure 36 en pre-

mière intention. Le principal défi sera d’améliorer les paramètres photophysiques des 

sondes tout en maintenant leur affinité pour le site actif de hsTY, et plusieurs générations 

successives de molécules seront donc nécessaire afin d’atteindre des propriétés adaptées 

en termes d’affinité et de fluorescence. 

 Le projet de recherche a donc pour deuxième objectif de produire des sondes fluo-

rescentes capables de détecter la structure spécifique de hsTY, au lieu de détecter une 

activité oxydante générique de type TY, suivant une stratégie totalement originale dans le 

domaine des biocapteurs de TY qui devrait circonscrire les problèmes classiquement ren-

contrés et décrits ci-dessus. De plus, le ligand lui-même sera conçu pour induire une fluo-

rescence intrinsèque au contact du site actif de hsTY, sans intervention d’un marquage 

extérieur avec des fluorophores classiques. Là encore, ce concept innovant pourrait per-

mettre de lever un certain nombre de limitations fréquemment liées au domaine des 

sondes fluorescentes. 

3.4. Troisième objectif : « Vers des photoswitchs moléculaires ci-

blant hsTY et des applications en photopharmacologie » 

L’interaction entre les petites molécules et les biomolécules d’intérêt thérapeu-

tique est à la base de nombreux projets de chimie médicinale, et en particulier du drug 

design rationnel. L’un des défis majeurs de ces disciplines reste néanmoins le contrôle de 

l’activité de ces petites molécules, dans l’espace et dans le temps : en effet, les composés 

administrés in vivo, même très efficaces et sélectifs, interfèrent inévitablement avec des 

cibles et des processus non désirés, ou distants de la zone d’intérêt, et selon des durées 

d’effet difficilement contrôlables. La capacité de pouvoir modifier de manière dynamique 

la structure des petites molécules en utilisant un stimulus externe, permettant d’activer ou 

d’inactiver son effet, apparait alors comme un moyen séduisant de contrôler l’activité 

biologique avec une grande précision spatiotemporelle.132 L’utilisation de la lumière dans 

ce cadre revêt de multiples avantages : son effet est non invasif, instantané, précis, modu-

lable facilement et souvent réversible. Durant les dernières années, l’utilisation de la lu-
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mière en pharmacologie — nommée la photopharmacologie — a ainsi connue une crois-

sance considérable, avec une grande place accordée aux petites molécules de type pho-

toswitch, dont l’irradiation à une longueur d’onde donnée modifie la géométrie, et donc 

l’affinité pour une cible d’intérêt.133 Le groupement chimique le plus employé pour la 

génération de tels photoswitchs est sans conteste l’azobenzène (Figure 37), dont la modi-

fication de géométrie sous l’effet de la lumière est connue depuis 1937 et les travaux 

d’Hartley.134 L’intérêt pour les azobenzènes dans le cadre du contrôle des molécules 

bioactives est très marqué, car ce motif regroupe plusieurs aspects remarquables, comme 

une grande facilité de synthèse, un changement important de géométrie sous l’effet de la 

lumière (transitions entre les formes cis et trans), une modulation assez facile de la lon-

gueur d’onde de switch (notamment par la substitution des deux unités phényle), une pho-

tochimie efficace ou une absence de toxicité.135,136 Néanmoins, la plupart des azoben-

zènes montrent également une tendance à être réduits en présence de glutathion, ce qui 

limite leur champ d’application. Ainsi, une importante expansion de l’espace chimique 

des photoswitchs a débuté récemment, avec le développement de nouveaux motifs 

comme le métronidazole, les arylazopyrazoles, les hydrazones ou les complexes radicaux 

phénoxyl-imidazolyl (Figure 37), permettant dans certains cas des applications plus adap-

tées et sur mesure que l’utilisation d’azobenzènes génériques.137 Cette diversification des 

systèmes et des applications a été très récemment illustrée par la parution d’une issue spé-

ciale dans le journal ChemPhotoChem (volume 3, issue 6, juin 2019). 

 

Figure 37. Exemples de systèmes de type photoswitch récemment décrits.138–140 

Parmi ces nouveaux systèmes, la famille des indigoïdes génère depuis quelques 

années un intérêt croissant. Composé des indigos, thioindigos, hémithioindigos (HIs), 

hémiindigos (HTIs) et iminothioindoxyles (ITIs), cet ensemble de molécules possède 

plusieurs intérêts parmi les photoswitchs, comme une structure rigide permettant une mo-

dification de géométrie précisément contrôlable, et des photoréactions rapides et effi-

caces. En particulier, les HIs et les HTIs présentent un avantage crucial, puisqu’ils par-
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viennent à combiner un switch des deux isomères dans le visible avec une très bonne bis-

tabilité thermique,141 une association aussi rare que précieuse, notamment dans le cadre 

biologique — où les UV endommagent les tissus alors que les longueurs d’onde proches 

du rouge les traversent plus facilement,136 et où la réversibilité thermique limite les 

champs d’application. De nombreuses études récentes se sont concentrées sur ces deux 

structures et sur leurs possibilités de changements de géométrie avancés sous l’effet de la 

lumière.142–146 Ainsi, les composés 108 et 110 ont par exemple été décrits comme ca-

pables de passer de la forme Z à la forme E et inversement, sous irradiation de lumière 

visible, parfois proche du rouge (> 600 nm, Figure 38).147,148 La métastabilité des formes 

Z et leurs importantes demi-vies limitent également fortement le switch thermique, en 

particulier par rapport aux photoswitchs classiques, azobenzènes compris. Le composé 

109 illustre également le potentiel de ces molécules en milieu aqueux.149 Le composé 111 

possède des propriétés similaires, mais la présence d’une liaison hydrogène entre le noyau 

pyrrole et la cétone fait de l’isomère E le plus stable thermiquement (Figure 38).150 Enfin, 

la famille des ITIs, développée très récemment et illustrée ici par le composé 112 (Figure 

38),151 possède un potentiel certain en particulier en milieu aqueux, mais l’isomère E ap-

parait extrêmement instable quelle que soit la substitution en position 4’. 

 

Figure 38. Cinq composés de type HI (108, 109), HTI (110, 111) et ITI (112) décrits dans la littérature pour 

leurs propriétés de photoswitch, avec leurs longueurs d’onde de switch et stabilités thermiques. 
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Tous ces éléments ouvrent la voie à des applications potentielles en milieu biolo-

gique. Un exemple de telles applications a été fourni en 2006 via la publication d’une 

étude sur l’inhibition de la voie de la 12/15-lipoxygénase (12/15-LOX) par le composé 

113, basé sur un squelette HTI (Figure 39A).152 Cette molécule, dont les propriétés de 

switch n’ont pas du tout été optimisées, est peu active contre 12/15-LOX dans sa forme 

stable, de géométrie Z (IC50 = 700 µM). En revanche, sous irradiation à 405 nm, elle subit 

une isomérisation partielle et produit un mélange Z/E de ratio 38/62 à l’état photostation-

naire. De manière intéressante, la forme E purifiée est bien plus active contre la cible, 

avec un IC50 de 21 µM. Cette différence d’activité a été rationnalisée par modélisation 

moléculaire (Figure 39A). Plus récemment, le switch 114 a été conçu comme un analogue 

de la colchicine pour l’inhibition de la polymérisation des microtubules.153 Initialement 

pensé comme un inhibiteur « switch-on » en présence de lumière, il s’est finalement avéré 

plus actif dans le noir (« dark », forme Z majoritaire, EC50 = 1 µM) que sous irradiation 

(« lit », forme E majoritaire, EC50 = 4 µM, Figure 39B). Néanmoins cette étude précieuse 

démontre pour la première fois le potentiel des HTI en milieu cellulaire. Par ailleurs, 

d’autres travaux ont confirmé la capacité de structures HI et HTI à produire un photos-

witch efficace et rapide en milieu aqueux et dans un environnement biochimique com-

plexe.154–158 

 

Figure 39. (A) Photoswitch de 113, inhibiteur de la voie de la 12/15-lipoxygénase, et géométries des iso-

mères au sein du site actif prédites par modélisation moléculaire : Z-113 en bleu clair, E-113 en bleu foncé ; 

(B) Photoswitch de 114, inhibiteur de la polymérisation des microtubules, et microscopie des microtubules 

après incubation 24 h avec 1,6 µM de 114, dans le noir (« dark ») ou sous irradiation à 410 nm (« lit »). 

A

B
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Ces molécules de type HI et HTI présentent une forte analogie structurale avec les 

aurones et avec les nouveaux composés envisagés dans le cadre de ce projet et présentés 

précédemment. Cette proximité permet d’imaginer l’application d’un photoswitch réver-

sible, rendu possible par les systèmes HI et HTI, à l’inhibition de hsTY, d’autant plus 

propice dans un contexte cutané. En effet, la peau est particulièrement accessible par la 

lumière, et a par conséquent été catégorisée en organe de classe 1 (« Class 1, easily acces-

sible: skin, eyes ») par une revue fondatrice de 2016 traitant du potentiel des nouvelles 

cibles en photopharmacologie.159 En outre, la mélanogenèse est un processus très localisé 

pouvant facilement bénéficier d’un photocontrôle spatiotemporel. Ainsi, l’application 

d’un composé inactif pourrait être suivie d’une irradiation locale du mélanome ou de 

l’hyperpigmentation à une longueur d’onde précise, si possible proche du rouge (> 600 

nm). La molécule active serait ainsi générée in situ, avec une grande précision, et ne 

viendrait pas perturber la mélanogenèse et les processus biologiques impliquant hsTY par 

ailleurs. En première intention, dans la mesure où les aurones ont été identifiées comme 

actives dans leur configuration Z, il semble judicieux de développer des molécules stables 

dans la configuration E, isomérisées en Z sous irradiation. À cet effet, la présence d’un 

donneur potentiel de liaison hydrogène sur le cycle B, de manière analogue au composé 

111, peut par exemple être envisagée avec la synthèse d’un dérivé possédant un motif L-

mimosine, un groupement chélateur du cuivre déjà évoqué précédemment (Figure 40). En 

outre, les propriétés de switch seront optimisées via l’introduction de groupements adé-

quats, notamment sur le cycle A. Les travaux précédemment décrits ont déjà mentionné 

l’apport bénéfique de substituants de type diméthylamino, par exemple, permettant un 

déplacement de la longueur d’onde de switch vers le rouge. C’est notamment le cas pour 

le switch E→Z du composé 110, fixée à 625 nm, contre 530 nm pour les analogues 5-

méthoxy et 5-méthyl, et 505 nm pour l’analogue non substitué. Ce déplacement vers le 

rouge, important dans tout contexte in vivo, est rendu encore plus crucial par la forte ab-

sorption photonique de la mélanine sous 500 nm. D’autres analogues et modifications 

pourront être envisagés à partir des résultats obtenus dans le cadre des premier et deu-

xième objectifs. 
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Figure 40. Exemple de molécule envisagée, qui serait stable et inactive en configuration E et permettrait un 

photoswitch en configuration Z active sous irradiation ; représentation visuelle de l’application potentielle 

de telles molécules dans le contrôle spatio-temporel de l’activité biologique et dans le traitement local du 

mélanome ou de l’hyperpigmentation. 

 Le projet de recherche a donc pour troisième objectif de produire des molécules 

inactives contre hsTY, pouvant être isomérisées sous irradiation en inhibiteurs efficaces, 

dont l’activité biologique serait contrôlable avec une grande précision spatiotemporelle. 

Cette propriété, particulièrement adaptée au contexte cutané, permettrait de lever 

d’éventuelles réserves concernant l’impact de composés anti-hsTY au-delà de la zone à 

traiter, l’enzyme étant un élément essentiel pour maintenir une pigmentation normale sur 

le reste de la peau. 

3.5. Aspects pratiques 

Le projet scientifique sera organisé en « pipeline » de type go-no-go, permettant 

d’assurer une conception des molécules, une exécution des expériences et une validation 

optimisées (Figure 41). Des collaborateurs scientifiques interviendront à différentes 

étapes du projet pour apporter un support expérimental et des expertises complémentaires. 

 

Figure 41. « Pipeline » général du projet, partant du composé 3g préalablement identifié pour atteindre les 

trois objectifs décrits, via une série d’étapes optimisées, notamment au niveau du coût. 

1

2

3
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 Globalement, après une conception rationnelle s’appuyant sur des outils de modé-

lisation moléculaire, et une étape de diversification moléculaire par synthèse (commencée 

en 2019), les inhibiteurs potentiels seront en premier lieu testés sur des lysats de cellules 

de mélanome humain MNT-1, et sur les cellules entières correspondantes (en réduction 

de la mélanogenèse et en cytotoxicité). Ces tests sont peu onéreux et constitueront un 

premier filtre rapide. Les composés les plus actifs seront ensuite évalués lors de tests im-

pliquant hsTY isolée, une enzyme chère pour les raisons évoquées en introduction, et leur 

sélectivité sera estimée lors de tests réalisés sur des enzymes proches, comme abTY. Les 

meilleurs inhibiteurs de hsTY seront ensuite engagés dans des études précliniques, en 

utilisant des modèles de peaux humaines pigmentées. L’effet anti-mélanogenèse sera me-

suré par la quantification de la mélanine produite dans ces peaux, et par des analyses im-

munohistochimiques de hsTY (premier objectif). En parallèle, des inhibiteurs sélection-

nés seront modifiés chimiquement pour atteindre les propriétés photophysiques requises 

pour une utilisation comme sonde fluorescente. La capacité de ces molécules à détecter et 

à quantifier hsTY sera testée, d’abord en utilisant l’enzyme isolée pour établir une preuve 

de concept, puis en milieu intracellulaire par le biais de la microscopie de fluorescence 

(deuxième objectif). Enfin, des dérivés spécifiques seront générés pour obtenir des pro-

priétés de photoswitch compatibles avec une utilisation en milieu biologique. Chacun des 

isomères sera évalué sur l’enzyme isolée, puis des expériences de photoswitch in situ se-

ront menées (troisième objectif). 

Deux sources de financement ont d’ores et déjà été acquises pour ce projet : 

• Un financement sur 36 mois a été obtenu auprès de l’École Doctorale « Chimie 

et Sciences du Vivant » en juin 2018 : thèse de Brayan Roulier (2018–2021, directeur : 

Basile Pérès, co-encadrant : Romain Haudecoeur). 

• Un financement sur 48 mois a été obtenu auprès de l’ANR en juillet 2019, 

adossé aux premier et deuxième objectifs du projet : financement d’un post-doctorat 

(2021–2023) et ~100 000 € d’équipement et fonctionnement (ANR JCJC, proposition 

« EPIDERMIS », coordinateur : Romain Haudecoeur). 
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CHAPITRE 4 

 

DES PERSPECTIVES 

 La conception et le développement de ligands de hsTY et d’outils permettant 

de quantifier sa présence ou d’inhiber son action avec une grande précision spatiotempo-

relle peuvent rendre possible une détection et une modulation faciles de son action, en 

milieu biologique et in vivo. Outre l’intérêt de ce type d’agent dans le cadre des hyper-

pigmentations cutanées et du mélanome, l’existence de sondes chimiques efficaces et 

sélectives pourraient conduire à déchiffrer le rôle de hsTY dans d’autres contextes et pa-

thologies. En effet, plusieurs hypothèses sont aujourd’hui proposées quant à l’implication 

de l’enzyme, par exemple dans l’ochronose associé à l’alkaptonurie,160 ou dans la maladie 

de Parkinson.161 En particulier, dans le cadre de cette dernière pathologie, une étude très 

récente a permis le développement d’un modèle murin de neurodégénerescence par 

l’injection d’un vecteur de type virus adéno-associé exprimant hsTY.162 Ce travail a per-

mis de relier la présence de hsTY dans la substantia nigra à la synthèse de neuromélanine 

— potentiellement via une catalyse de l’oxydation de la dopamine, qui s’effectue égale-

ment spontanément —, puis à l’apparition d’un phénotype classique associé aux symp-

tômes de la maladie de Parkinson. En outre, l’enzyme a été plusieurs fois détectée en 

faible quantité dans le cerveau humain — via la détection de la protéine elle-même, de 

son ARNm, et de son activité enzymatique.163–165 Ainsi, des inhibiteurs de hsTY pour-

raient retarder la synthèse de neuromélanine et donc l’apparition des symptômes de neu-

rodégénerescence, ouvrant la voie à un nouvel axe de recherche sur la maladie. 

 Dans un autre registre, la production de mélanine a lieu également au sein 

d’autres organismes, comme les bactéries et les champignons. Si la structure de cette mé-

lanine varie, elle est connue pour jouer un rôle important dans la virulence et dans la ré-

sistance à l’action de molécules antimicrobiennes,166 de manière assez analogue à la résis-

tance du mélanome évoquée au chapitre précédent. Ainsi, réduire la production de méla-

nine dans ces pathogènes pourrait constituer un axe de recherche pertinent et novateur. 

Chez le champignon en particulier, la mélanine est générée par deux voies principales : la 
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voie du 1,8-dihydroxynaphthalène (DHN), qui est formé par l’action de polycétide syn-

thases, et dont la polymérisation mène à la formation de mélanine ; et la voie du L-DOPA, 

similaire à son équivalent chez les mammifères.167 Dans ce contexte, l’inhibition des TYs 

de champignon présente un intérêt potentiel au niveau de cette seconde voie puisque, 

comme chez l’Homme, TY est partie prenante dans la biosynthèse de la mélanine. De la 

même manière, TY intervient dans la biosynthèse de la mélanine bactérienne, et un paral-

lèle a été dressé récemment entre l’inhibition de TY et l’action antibactérienne de certains 

composés.168 En particulier, une TY issue de Pseudomonas aeruginosa, nommée PvdP, a 

récemment été caractérisée. Son implication dans la biosynthèse de la pyoverdine, le 

principal sidérophore de la bactérie, permet de la considérer comme une cible potentielle, 

les mutants déficients en pyoverdine étant non infectieux.169 Ainsi, le développement 

d’inhibiteurs spécifiques de TYs de champignon et/ou de bactérie contribuerait à une 

meilleure compréhension des modalités de production et des rôles des mélanines micro-

biennes, qui restent très mal connues aujourd’hui, tout en ouvrant de nouvelles perspec-

tives dans la recherche d’agents anti-infectieux.  
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PACES – – – 48 – – 48 
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– – – 12,5 12,5 – 25 

TD Chimie 

Organique 

1e année  

Pharmacie 
34,5 – – – – – 34,5 
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Biotechnol. 
– – 6 1,5 – – 7,5 
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Biotechnol. 
– – – – 12 6 18 
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– – – – – 13,5 13,5 
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membranaires par réseau de ponts salins multiples pour leur étude et cristallisation en so-
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J. Med. Chem., Molecules, ChemMedChem, Bioorg. Med. Chem., Int. J. Mol. Sci. 
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• Co-organisateur des Journées Scientifiques du Médicament : programmation scientifique, 

refonte et administration du site web, communication, gestion des inscriptions et accueil 
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• Responsable de la gestion des stocks et commandes de solvants et consommables de 

l’équipe « MedChem » au laboratoire (depuis 2012). 
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