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Résumeé

Depuis plusieurs années, le cancer du pancréas est devenu la troisieme cause de mort par
cancer au Canada. Sa prévalence augmente chaque année en raison des fléaux sociétaux
tue JWH YOqWGKk YAijt Rij AWGUW ReAL qUWUIqWGewt ijT 3Uqel
ctt YRR WeW DWOYGHAI De+WInndat W 1JEercorcavdridadt WU n

nouveaux composés actifs et sélectifs.

Les guanidines, présentes dans de nombreux produits naturels, se sont avérées étre un
motif de choix en chimie médicinale, en raison de leurs propriétés bioactives et de leur
capacité a interagir avec des voies biologiques afin de les moduler ou de les ibbr. Dans le
domaine de la recherche contre le cancer, plusieurs dérivés de guanidingont associés a
des propriétés anticancéreuses intéressantes, notamment les biguanides et les

iminoguanidines.

De ce fait, nous avons synthétisé des iminoguanidines et diiminoguanidines portant des

chaines latérales variées, et étudié leurs propriétés anticancéreuses sur des cellules
pancréatiques. La relation structure-activité a pu étre établie, et leur mécanismd kK ¢ HqRY U W
jideHRI ijOWxkijagel JWI It WGl YGI Rijqit WHRYGYNRKe 13t WI
leur action antibactérienne a été évaluée. Dans une méme optique de traitement du cancer

du pancréas, nous nous sommes intéressés a des complexes biguanidedium, afin de
tgcageldl W el Wik RUqijl KqWadijl ¢ Gle qRue IWIT IJWEG ¢ WHRY G

biguanides seuls.

Mots clés : cancer, iminoguanidines, biguanides, mitochondries, activité antibactérienne



Abstract

Since many years, pancreatic cancer has become the third cause of death by cancer in
Canada. Its prevalence increases each year, given societal issues that are obesity, diabetes
and sedentary lifestyle. Current therapies are inefficient and associated tamany
detrimental side effects. Thus, it is of public interest to design new efficient and selective

compounds.

Guanidines, which are present in a wide variety of natural products, were found to be a very
promising moiety in medicinal chemistry, because of their bioactive properties and their
ability to interact with biological pathways, to modulate or inhibit them. In the field of cancer
treatment, some guanidine derivatives were associated to interesting anticancer properties,

especially biguanides and iminoguanidines.

Therefore, we synthesized iminoguanidines and diiminoguanidines with various side chains
and studied their anticancer properties on pancreatic cancer cell lines. The structure
activity relationship was established, and their mechanism ofaction was elucidated. The
biological properties of these new compounds were further investigated, and their
antibacterial action was assessed. In a similar objective of targeting pancreatic cancer, we
focused on biguanideiridium complexes, to conclude onthe therapeutic interest of the

complexation with regards to biguanide ligands alone.

Keywords : cancer, iminoguanidines, biguanides, mitochondria, antibacterial activity
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MALDI MS: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonizationmr Mass $ectrometry

MRSA: Methicillin -Resistant Staphylococcus Aureus (Staphylocoque doré résistant a la
méthiciline)

MTDR: MitoTracker DeepRed®

NADH: Nicotinamide Adénine Dinucléotideréduit

OCT: Organic Cation Transporter (Transporteur de catits organiques)

OXPHOS Phosphorylation oxydative

PEB: phényléthynylbenzyle

PROTAC PROteolysis TArgeting Chimera

RGD: arginine-glycine-acide aspartique

ROS: reactive oxygen species (espéces réactivesdé kK Y+ ! DL Ub

TPP: triphénylphosphine

VRE: Vancomycin-resistant enterococcus (Entérocoques résistants a la vancomycine)
2-DG: 2-désoxyglucose

5-FU: 5-fluorouracile
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Chapitre 1 T Introduction

1.1. Le cancer

2¢ Ut Wowt Wt YARijqijt WARYUqUGGY! ¢ ROVt aWauwaec ORI WI
GYl q¢cliRqijWGe! Wacdc¢cl RIJIOWF G Wt qWRY + 2 Wl k20WT il LN
division incontrdlée de cellules anormales. Ces cellules mutées, dont legpropriétés sont

ITRnnij |l JOq3t WT It WHJIGGe a3t Wt ¢cRUDY AWt kcacect t WU0OqLWI
qeallel t OWEUWGOezt WI Wt WgeGWel t WGl RAERI It AWRT WU
métastases, soient le développement de cellules cancéreuses et @ tumeurs secondaires

Te¢eUOt Wl keeql Wt WagRtt et WIqWYI ne Ut OW9 It Waijgqet qcet
GKecUNRYNUULY YWeHATI 213WT ¢ Ot Wa 13t W ek edurahthizlk el + L
GeqRUUqUWt YRqWe qaqUWRUgqAWece WnROWI 2 Wl ij230YGGUIGWUq

1.1.1. Le cancer du pancréas

x JWHe URI W 2 WG ¢ Carders les pliiHldtagxitihi GabhdH etlau Québec, il est

T w200z WdcecWagl YRt REGUWHe2t JWI JWaY!I quWGe!l WRre URI K
deuxiéme cause de mort par cancer aux Etatt/nis, aprés le cancer des poumons, et

dépassant le cancer colorectal3x K RUHRT WURNDWHAI YRt + ¢ UqUWT 2 WHe URL
surtout dans les pays occidentaux du fait de plusieurs facteur$’NY e qWT k ¢ AY | T A WG 13 LY
pancréas est directement lié au diabéte, principalement le diabete de type 2. En effet, les
personnes atteintes de diabete ont des déreglements pancréatiques, qui peuvent mener a

terme & des cancers. De plus, le cancer du pancé@t W 13t q Wl 0 Rij W &LW &K YHI



surconsommation alimentaire et a la sédentarité, qui sont des fléaux dans les sociétés nord

américaines et européennes.

1.1.2. Origines du cancer du pancréas et survie

Le cancer du pancréas est principalement retrouvé sous la forme de carcinome canalaire
pancréatique. En effet, la plupart du temps, ce sont les cellules du canal pancréatique,
responsables du transport des sucs digestifs, qui sont touchées. Néanmoins, leancer

touche parfois également les cellules des ilots de Langerhans, responsables quant a eux de
GcWGlI YT eAqRYUW T Kk RUt e RUVDAW RUT e Rt ¢UqWT It Waed
Gl RUARRGcGIIWY!I RNDRUWDWI 2 WH¢ UHRII W 2 LGS nbmalgsau WIJt q L
pancréas.> ° Ces mutations peuvent étre héréditaires ou environnementales. Plusieurs

genes connus sont impliqués dans le développement des cellules cancéreuses du

Ge UHI ij ¢t IOWRNY e qll Frasg l6tstlel nfutd] induil thee Urilidsance cellulaire
incontrélée. Aussi,la protéine TP53, facteur de transcription, est également souvent mutée.

2k YI' TRUCGCRI JWI It GYUt ¢HGUWT It WaijHcURE G WT 3wl j
cellules anormales, les mutations de TP53 inhibent ces événements. La perte du gene
CDKNZ2A, agissah habituellement comme suppresseur de tumeur, est également
fréquente. Enfin, la mutation du gene SMADA4 entraine une perte de contréle des signaux de
croissance cellulaire et, par conséquent, une croissance cellulaire démultipliée.
Nonobstant, certaines inflammations comme les pancréatites, ou des Iésions
intraépithéliales pancréatiques, peuvent également étre des précurseurs de cancer du

pancreas.

Le pronostic vital associé au cancer du pancréas est trés faible. Le taux de survie apres
détection est inférieur a 12%* ° Cela est principalement d0 a la détection tardive des

cancers du pancréas. En effet, les symptdmes ne sont souvent pas percus, ou sont
HYUnYUT 2t We2W0HWI kéceql Wt WGEq6YOYNRIJY W a2Wt !t qLl
pancréas est souventaung ¢ | DlWql YGW¢ 2¢ URIj AW qWI JWGE qRIIUq WU
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Aussi, le pancréas étant un organe reculé et trés vascularisé, les opérations sont souvent
inenvisageables'x ¢ W6 ¢ e qW2c¢t #HeGcl Rt ¢cqRYUWI e WGe URI ij ¢t Wi
métastatique de ce cancer; les cellules cancéreuses vont métastaser sur les organes du
1t qLa Wl RNDUY qRnWE2YRYt RU¢cUqt AWIqWa It WGe qRIIUqH L

du systéme digestif.

1.1.3. Traitements actuels du cancer du pancréas

Quelques chimiothérapies existent et sont actuellement prescrites pour le traitement du

Hc UHIII WT e WGe URI jjet AWGe Rt WilWlel WInnRHEC BRI WUK 131
trés nombreux.

Le 5fluorouracile, ou 5-FU Figure 1.1.) est un antimétabolite prescrit en intraveinex.'? Sa

structure proche de la pyrimidine, présente dans les bases azotées des acides nucléiques,

Ge RWGHI GUqWl Kk Kal JWaijgqec HY O R ij W @pditle doBridadglduen ij | 131 LW
IJq WT 1JUkdide désoxyribonucléique) Cela empéche les cellules cancéreuses de se

diviser et de se multiplier correctement, et méne ainsi a leur mort Néanmoins, le 5FU est

associé a de nombreux effets secondaires comme une toxicité gastrointestinale importante,

mais également une neurotoxicité induisant des problemes cognitifs, des problemes de

motricité et des pertes de mémoire. Enfin, le 5-U est responsable de myélosuppression,

t YRqWe UWWI RGRUa qRYULWIT WWac¢ WG YT eAqRYUWT DWHIG O ¢

causant une fatigue constante et des essoufflements:

Figure 1.1. : Structure du 5fluorouracile (5-FU)
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Bien que relativement efficace, il a été découvert que le-p OWUK ¢ 2 ¢ RalWGet We U
Gijqec AYUTG RNz WY GqRGCOIUAWIqWhe kR @ RIYdq YR QRIGROMLEGE |
dihydropyrimidine-déshydrogénase. Pour pallier ce manque de stabilité, ne prodrogue du

5-FU a vu le jour, et est actuellement prescrite pour le traitement du cancer du pancréas. Il

P KENRaWT WG Eigurd. B HfREUBERBUOBMRGIIWI k2 UJWG!I YT I YRelJ
HYOGGY!t ijWRUcCHQRN W RALW Yet WikcecHqRYUWI «k JUA! a1t A
permet un traitement plus efficace et plus ciblé. La capécitabine est prescrite par voie orale.

Une fois ingérée,elle est transformée en 5] OWGe | Wak WUA! G lWqgqé! G RT RUL
présente en concentrations beaucoup plus élevées dans les cellules cancéreuses que dans

les cellules saines. La capéticabine est donc plus efficace, plus sélective, et son
administration est moins contraignante que pour le 5FU. Néanmoins, la capécitabine est

également associée a de nombreux effets secondaires similaires a ceux associés av ).

Figure 1.2. : Structure de la capécitabine

Un autre schéma thérapeutique faisant intervenirle § O LWt q WG Kk 2 qRO Rt ¢ qRY U WI
appelée FOLFIRINOX, prescrite pour traiter particulierement les cancers du pancréas

métastatiques.®2° FOLFIRINOXHigure 1.3.) est composée de quatre composés distincts,

¢! ¢cU0qur6cHaUW20WGGAHCURY GUWIT k cRYaagidsahtlicor@ieH Rn R hue
CcUqROIjq¢c AYUIRqUAWYOWI Wl Ye 2 WGk 6 #BHEREFR &R UR B
clWceaett RWiIkRI RUYqijArcUAW2 UWRUSGRHR W2 | WT JWG ¢ Wa Y C
cellulaire. Enfin, Gk Y¥ ¢ O RGU ¢ qRUNWNUY quWe UWRUqUI #¢deUqWl W
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induit la mort cellulaire. Bien que toxique envers les cellules cancéreuses du pancréas, le
FOLFIRINOX est également toxique envers les cellules saines, et associé a des effets
secondaires significatifs.?* En plus de la fatigue et des problémes gastrointestinaux, ce
traitement entraine une diminution des globules blancs, globules rouges et plaquettes,

affaiblissant davantage le patient. Il est également associé a une hépatotoxicité importante.

H I/ﬁ_r
O%‘/N ° /@)L
1P ki T
5-FU Acide folinique

H
N o0._2°
N/
-"N/ \O
H O

Irinotécan / Oxaliplatine

Figure 1.3. : Composition de la combinaison FOLFIRINOX

EOnRUAWGke OWT 3t Wal ¢cRqUIGUIUqt WGPt WGGet WInnRHAC HI
pancréas est la Gemcitabine (Figure 1.4.).2222 De la méme maniére que le 5U, la
] WaHRgqec ARUWWE NRaqWREYGGWWe UqREijqc HYT R UIOWEG G JWR
perturbe la division cellulaire. Elle inhibe également la ribonucléotideréductase, une
enzyme responsable de la conversion desibonucléotides en désoxyribonucléotides dans
Gewt ' Uqé L PG GUe #H@ROUWHY GARU G W JWdcec W] JGHRaqC |
H BoUWARDGGa0¢cRI DWUIqWT e WT jHIVOASIGU0OqWT WWGHKE G
T keeNAWUqUl WacecWt 2l 2RIWNG YA T WIW Wt WGE qRIJUqt W 1J1
associé a une toxicité hépatique, neurologique, gastrointestinale, cutanée et néphrotiqué*
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Figure 1.4. : Structure de la Gemcitabine

En somme, bien que certains traitements permettent actuellement de limiter la progression

de quelques mois de la maladie, ils ne sont pas suffisamment efficaces pour la guérir
totalement. De plus, la condition physique générale des patients est altérée. Bst donc

T kRUqi| KqWt YRRijgqcOGWI JWaql Ye2JIl WI JWUYe2W0ce+WHARY

cancer du pancréas? 23

Ve

1.2. Eql ¢ qij DPRIJt WGYel WaWWIij230YGGUGIUGg

1.2.1. Passage des membranes cellulaires

Dans le but de synthétiser des agents anticancéreux efficaces, il est nécessaire pour ces
TWIHORWIH WT k Kl 3WIOWa It el JWT YWal ¢2131 131 WG Wa k.

dans le contenu intracellulaire.

La membrane cellulaire des cellules eucaryotes, aussi appelée membrane plasmique, est
cUVWARHY e HEDWGE Yt G6YOIRGRIT Rhuadwt I 2¢UqIT WWHEI

[ kijaijald0aqt Wijagl ¢UNUI t Whe RRIOGHY mdmbranB ssUrelathiermeRtll K ap | 13 U
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rigide, en raison de la présence de cholestérol entre les phospholipide€n plus du réle

protecteur contre les éléments étrangers a la cellule, la membrane assure les échanges et
GecWrRYGGa URAEcqRYUWWUq! DWacWHRPYGGad W WUIqWt YOWWIU2
membrane que circulent les nutriments, les ions ou les gazDe plus, les récepteurs
membranaires présents a la surface de la cellule assurent la réponse aux signaux chimiques

extérieurs.

Le passage des membranesellulaires est un processus essentiel, permettant de maintenir
0K 6Yai Yo acdluRlIRlisieurs mécanismes de passage des membranes existent
(Figure 1.5.), dépendant du type de molécules, et il est important de les considérer lors de
GecWRYURUDGqRYUWT ke¢NUqt WeUqRAeUHIjI e #10

TRANSPORT PASSIF TRANSPORT ACTIF

Diffusion Transport facilité

Protéines de
transport
transmembranaire

Figure 1.5. : Représentation des différents types de transport transmembranaireATP =
adénosine triphosphate; ADP = adénosine diphosphate. (Figuiespirée de

Encyclopedia Britannicaet réalisée avec Biorender.con)
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NYeqWT k¢cHYI T AW a W ql ¢ UdcB, | est LAsbulELLpar Yoésij giceéinédt LW 1 R q
t GijARR¢OGRY §j It WT YUOqUWiakcArqRYOUWUIj AIJt + R@ddrbising 2 q RT R
triphosphate). 9 I3+ WGI Yaqij ROt We qRIRY WUqWakij Ul DRIJWGY 21 U
DaqWl K ¢aql W JWI ¢ WANGHRIG Uap @\ g O #91a ale ¢ @R Y U HOLW9 |
sodium-potassium, qui transporte les ions Na & Wad Kk W+ qij | RIJe | WIT JW@EE WHIIG G
GKRUqij| RJel WWEGGWWGU! G WaquWwl JWie¢ RUqUURI Wi WWGY qld
HUJGO2GUOWx ke qRIRt ¢cqRYUWT 2 Waql ¢ Ut GYI qWeH#gqRNWUK 1J
T WG vYdijH2 Gt Wqdijl ¢ Gle qRhue It Wl 2 Wné¢ RaWl WG e WHY U
Le second type de transport de molécules au travers de la membrane est le transport dit

«passify 6 WWRT WUWWUij #Itt RaWWGet WaewraYUt YGdcecqRYUWT K
ql ¢U0t GY!l qUWGet t RnlWné¢ ARUORqij AWRG G R Bpgdfiguenidiit Kk 2 q R0 R
HIIl q¢ RUY Waq! Gt WT YWaVYdijr2GUt WYa Wl «k RYUL AWK aqWaIIL

diffusion de la molécule au travers de la membrane cellulaire.

XxKke UWWT ¥t WnedRGOWH WT WWGI YqijRUWE WT ywWal ¢ Ut GYI qlL
profit du transport de composés toxiques comme des médicaments, est la famille des
transporteurs de cations organiques (OCT}** Ces protéines de transport permettent aux
GUqRqUt WavYdijHz Wt WA qRYURNz 3t WYl NecURN2 I3t WT K ¢
plusieurs molécules thérapeutiques couramment prescrites utilisent les OCT pour atteindre

Glel t W ARAG It W R aylUL & WD GFect cUR T IDJIUKILK @ 0@ RT R¢ Hij q R hu:
GkcUqR6Rt q¢c G RURNe WIWHRIG i q RT R¥CEAdbSuantiRiépessduis, Rt 1JU q LL
HYGOGUWWIk RORGI ¢ RONDWWqWdGe Wt UI ql ¢t RUVDAWe qRGRY WU
OCT3373%8

Néanmoins, bien que le détournement de la fonction des OCT pour permettre aux
médicaments de traverser les membranes cellulaires soit une stratégie intéressante, de
nombreuses limitations ont été relevées En effet, le fait que ces transporteurs soient

Gl ijt JUqt WeWdecWwt el necHIWI DWGGat RIJel + Wa! GIIt WIT 1JWt
optimale. Ainsi, de nombreux effets secondaires néfastes ont été observés dans le cas de

médicaments qui atteignaienq UG Je | WHRAGWWGE | WG WA RamRdt dél 13+ WS 9
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GKY+¢cORGUEcqRUNAWT YUqW ke qRIRt cqRYUW T It W §9RN=1
neurotoxicité importante.**%° De plus, la consommation de meédicaments impliquant
GkeqRIORt cqRYUWIT e Wa KGUWWE9ONWGUe qWa VYT RNRIJI WG I WC

toxicités non-prévues:*

La diffusion passivereprésente le mode de transport passif le plus utilisé par les molécules
thérapeutiques pour atteindre leur cible intracellulaire #2243 La diffusion repose sur le fait que
les molécules sont capables de se mouvoir au travers de la membrane cellulaire pour la
traverser, selon leur structure. La membrane étant composée majoritairement de
phospholipides, les petites molécules lipophiles aurmt tendance a mieux diffuser au travers
de cette derniere, et de maniére plus rapide. Néanmoins, bien que la lipophilie soit a prendre
en compte pour avoir un composeé thérapeutique capable de diffuser dans la membrane, la
solubilité en milieu biologique reste un facteur limitant. Ainsi, la stratégie de conception
optimale est de synthétiser des molécules portant une partie lipophile, assurant la diffusion
dans la membrane phospholipidique, et également une partie hydrophile assurant la

solubilité.

1.2.2. Ciblage des protéines

x ke UWl It We GGl YR6 It We qRORY §j 1t W ¢ Ut WaeWAHYUHIGq
Jt qWd DWHERRAGeNUIWT JWG! Yqij RO WT Kk RUqij | KqAWRG G Rt
survie des cellules cancéreuses, ou dans laignalisation cellulaire.*** Cette stratégie est
déja employée dans le traitement de différents cancers. Dans le cas du cancer du sein
hormono-dépendant, le récepteur de facteurs de croissance HER2 est ciblé par
Gk AUGqRUWAWRUT 2 Rt ¢ Uq Wi k RU 6 celitiRie. B DahHIE ¢aslit ¢ WI R
T WaWeHIjAGRWDY WERNa D WGAG! ijaYFT I AW 6ABRUCetieR URH W H
Gl Yqij ROULDWWt quwl! ¥t YUt ¢cHGWWI YWk RURqR¢E¢ qRYULWT 1L
HOGGea a1t WHRcUOUHGT Yet It AWIqWT Wik RU6RARqRY U W 13 WG |
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Alet RUDel t Wa! Gt WT YwWavYdijradWt WGWe2W3UqWKal W ! U
NYeqWI Kk CAYI T AWT Ut WavYaijHa2GU W DWnE¢RAGWWGYRT + LW
I KRUBRHIDI WYeWTI PWWAaYT a0l Wik ¢ HqRYULW G hantiaripsk hue 1J HOLL
monoclonaux se sont fait une place de choix dans le ciblage des protéines, particulierement

dans le domaine du traitement des cancers®®E U W nn g AWRGt Wt YUqWHE GE A

par les protéines cibles, et donc de modifier ou inhiber leur action.

1.23. 9RAGeNUWT WWIk ? WIqWl ywik A

x ke Uuwri Ut Wt ql ¢qij PRIJE WI ijHIUqUIt WUqWG!I YaUgaqldet 13t
HcUHDI WUt qWI WWHRAGe NDIIWT DWak 2 WUqWT JWdk A HOWE
cellules cancéreuses permet de limiter leur progression, tout en minimisantds dommages

causés aux cellules saines.

X JWHRAG e NIIWI Wik ? WeWGYel WHe qWG!I RUHRGE O WIT 13 LWl
T Ut WHJIGOG2G 0t WHeUHG I et It AWT JWGIH ij20U0RI Wik DG
TYGacenNUt WeWdk 2?2 W It WHYGdGeddt WHe URiesstIzt+ 13t WEenR

x 1Jt WeUqRHAHC URIG I D2+ WG It WGheat WHYUUet WHc2t ¢ Ugql 134
de platine comme le cisplatine et le carboplatine Figure 1.6.). lls sont capables de se lier a

Gk ? AWIGGKHGEcUqWic W ij GiRAC qRYUWIIopiG ¢ Wal ¢ Ut HI

0
cl
0
|
H,N—Pt—Cl b N2
| /" ~NH,
NH, o
0

Figure 1.6. : Structures du cisplatine et du carboplatine
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nRUWT WWHRHAGWI! WGI ijj#RY ij G U0qWT 3+ Wt ijj ve ORI WT k2
Gl YGYqUel t W ywrcUHDI + AWG¢c WqlHSUYHG YNDRIBOEX ij T RaqR®
HIqqlWOYe2ddWDWqUlESUYTYNRIJW kK 0t qlUZ5ENdcepogd RH2 11
el WikeqRIOIRI ¢cqRYEWAULIINE B2 HIIG ¥ 0 RAH2UMBIRIWZ ¢ WHARHAG I
Tk ?2 WieqijlAWdqWak JUA! GUIW9 ¢t dlWhve RW2¢ W IHYUUE R
pour couper la séquence liée au guideRigure 1.7).5x ¢ WH WD GGz G W2 ¢ W IHYUUC Ra
BUOT YGacenNijAWWDqWHIGcW2¢c WGl YGYe2YRI WOakeGYGqVYt J
technologie est encore a ses débuts et fait face a de nombreux défis comme le manque de
vecteurs transportant efficacement le systtme CRSPR9 ¢ + ®lWT 2t hudogentdtdY ! ¢ 2 A

~

Gk RUT e AqRYUWI WG 2 gdésiréey ¢ hodbonjrdlépsPR rue 13+ WU Y U

Cas9

TTTTTTTTTT ;ARNguide
<<<<: J
ADN ¢ >>>"T

\
L/ \\

Figure 1.7. : Représentation simplifiée de la technologie CRISRPRas9 (Figure réalisée

avec Biorender.com)

x JWHRHAHGe N WI Wik A AWhecUqlle Wiz RAWIIF qlle UJLWE G ql
DOWGU! dlgagecUqidcWaYTl edeqRYUWT Wak B+FxGI It + RY O WI
2qRORE DI WT It Wt ij e JURDY WT k A Wil RI PafirmdéCcidler q A LW ¢ G
Gk A WAttt enyl We A GbWRAGGHORIeij W ¢ Ut WideWgl ¢ Ut #
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DFPXOGO AWl ¢ Ut Wawt werecUADI L Wt 2l DGl RaecUqWiak YO
T3 UORWI WU We qR0RYRed quelpradrettdise, Betld stthtégie d& cilitakge de

Gk A Wt qWet t YRR WWee +#WaKGUH W ijjnRY Whe JWHRIDG O IW
EOW YGaGUAWIWWARRAGe DWW Wik 2?2 WIqWl YWik A W Ut a
EVOWGGOet WI YWG ¢ WUij ALY Raij WT YWal Y2211 W 3t W2WIeqlle
du ciblage, pour ne pas induire des mutations incontrlées aux conségnces graves. Enfin,

GKG6ijaij |l YNij Oij Raij WT 3+ wWec O+ W It qulWe UWncec A qlde | LW
Gt WEKAGUt WieagqecqRYUt Wheke UOWe e ql JOW JWa! GIILWT 13 LWa

1.2.4. Ciblage des mitochondries

Certains des composants intracellulaires dont le ciblage est particulierement efficace dans
le domaine du traitement contre le cancersont les mitochondrie s.5%%! En effet, elles jouent
un role central dans le métabolisme énergétique des cellules, dans leur survie, mais

jRNcaaUqWl ¢ Ot Wauwl ij #FIUARS VAN UqW! DWikeGYGqYt

1.2.4.1. La mitochondrie, siége de la production énergétique des cellules

NnRUWIT Kk ¢ AARYAGORI WadlWel t WnYURqRYUt W2Rqc¢ 0t AWa I
Gkij Ul DRUIAWGI RUHRG¢c GG WUqWt Yet WGcWnY!l aOWl k¢l ij
Gl Yl eRqUWe WG¢ ! qRI WI ywak ?2AWsiceT ij UduveBueld ADPRGE Y1 G
Gk NAWt e ARqWz UWW2¢!l ReqRYUWT k WUq6¢GGRIWIRAL 1JW!

consommeée lors différents processus métaboliques Figure 1.8.).
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N
T 0 I | NN
HO—P—O—II3—O—I|3—0 o B} HO—P—0—P—0 o
OH OH OH OH OH
OH OH H,0 OH OH
Figure1.8.:c ! T 1 Yo ! + Qywl ywakg NAWJIOW ?2AWIqlWdRHAj

X CWGlI YT erHqRYUWT DWHIY WaVYaijHz Ot WT k NAWWUIY qWet 4
I3l URLI DWRGOGGOGRe DWGaOz2t RUJ2 !t Wijge Gt AwWlij #13t + Rac

Premierement, la glycolyse, qui a lieu dans le cytoplasme, permet de produire deux
GYoijr2G0 W ¢ NAAWIqWI JWHYU2 11 qRI LBGiditd D.9)83H Y1 13 11
Deux molécules de NADH (nicotinamide adénine dinucléotide) sont également produites, et
RUqUI 2RIU0UT I YUqUWGe ! Waec Wt eRaqJWTI ¢ Ut WieWGI YT 2 AqR
Gl YHIDt t et WecUcil YHRIUAW RNURNRCE Uaq Whres eaxyénlUk 13t q WUG

ADP

Fructose-6-phosphate ;A» Fructose-1,6-biphosphate

ADP
@ M Glucose-6-phosphate

Dihydroxyacétone-phosphate

Produits : Glycéraldéhyde-3-phosphate (x2)
2 NADH Q
2 NADH
2 Pyruvate

1,3-biphosphoglycérate (x2)

2ADP
2 ADP

3-phosphoglycérate (x2)

Pyruvate

x2) & phosphoglycérate (x2) - 2-phosphoglycérate (x2)

2H,0

Figure 1.9. : Représentation simplifiée de la glycolyse
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Gl Lt Wiewna! #YG! +t JAWIWWG! 1 e2¢qlWe RUL RWn Y ! Gij We
transformé en acétylCoA (acétyt Coenzyme A) par la pyruvate déshydrogénase. Cette
acétyl-l9 Y WU Uq! YWl ¢ Ut Wa JWH! #a13Wl 1JWa krbokyRgudJTOARR g | R hue
appelé cycle de Krebs, ou elle sera, a terme, convertie en énergie. Le cycle de Krekgire
1.10.) est un enchainement de réactions biochimiques menant a la formation, a chaque
tour, de trois molécules de NADH, une molécule de FADHflavine adénine dinucléotide) et
2UIJWG Y i #¢ OelNNDH serl iiligé par la suite dans la chaine de transport des
jalAgql YUt WGYel WGI YT 2RI WWI Wik NAWW?2kceql Wt WRU
acides aminés et lipides sont également produits lors de ce cycle. Cette production
RGOGY! qcU00d NDIRNKWLUij #1Jt + RIWG ¢ WG ijt JURPDWI k Y+¥! PLUG
cijl YHRUDWWEOWGKk ¢ At DUHDWIT k Y#F! DLUNAWGVUWG! -l 22¢qld

TijterT1YNRijUOect DoWHK I qUWa WG YHIIE E 2t W PWWnidl G130 q
Pyruvate déshydrogénase
Pyruvate —— > Acétyl-CoA
Oxaloacétate Acide citrique
NADy \
Malate Acide isocitrique
( \K NADH
Fumarate Acide a-cétoglutarique
=N e
NADH
Succinate Succinyl-CoA

v

ADP

Figure 1.10. : Représentation simplifiée de la conversion du pyruvate en acénToA et

du cycle de Krebs
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Finalement, les molécules de NADH et de FADHproduites par la glycolyse et le cycle de

Krebs atteignent la membrane interne des mitochondries ou elles sont impliquées dans le

ql ¢O0t GY!l qWI kijalHql YOt OW9 3t Wija WAl YUt WGet t JUqU
enzymatiques mitochondriaux, engendrat un pompage des protons a travers la membrane

interne mitochondriale, créant ainsi un gradient de protons. Cet ensemble de complexes
mitochondriaux est appelé la chaine respiratoire mitochondriale Figure 1.11).55% Le

gradient de protons est utilisé par le complexe V, appelé AT$ynthase, comme source

T kijUWI DRUWGYe !l WRrRYU2J!1 qRI Wik 2AwWy0w NAWROWY JWGIH
Y+#! T ¢cqR2UDWbIE§AACSEL AW qWUij #IItt RagUWijNecd@irdUgqlld e
T kKijaWAq! YUt WGYel WnY! G W PYWik WecewWIOW ywWwerYaHRUC
GUI G UqWl WG YT 2RI YWz UWWaq!l BOq¢ ROWWI JWa Ydij A#e G134
T VWGl YT eAqRYUWT kij O DRIWI ¢ Ut Wa Wt WRJGGe a3t WOyl

Cytoplasme

Membrane
externe

Espace
intermembranaire

4H* 4H* 2H* nH*

CoQ

100000000 0004
Membrane - ATP
interne synthase

0000000000 Ll ¥ e 2000000004¢ 000000( Doed

Matrice

mitochondriale \
NADH Succinate Fumarate . /\
+2H* +2H I:ZH +1/20: + —uH;O]xZ

Chaine de transport d'électrons

Figure 1.11.:N |1 ¢ Ut GY | qWi kijaWHql YOWe 2 Wal ¢ 2131 + W 1JWGH ¢
GUl GlgaqcUqWl k InnIHaqe I Wi¢cWGEYt G6YI ! (BigugRY ULWY #

réalisée avec Biorender.com)
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1.2.4.2. Métabolisme énergétique des cellules cancéreuses

Les cellules cancéreuses ont un métabolisme énergétique différent de celui des cellules

saines; on parle de «eprogrammation métabolique »®~° Pour assurer leur croissance

rapide et leur prolifération importante, les cellules cancéreuses détournent les voies
métaboliques des cellules saines.

X WGl RUARGe O Wl ijqYel UNGUWUOqWaGi|jgqcAHYORe JWHRYUU2 WI |
du nom du biologiste Otto Warburg. Ce dernier observa, dans les années 1920, que les
HUJGO20G10t Wge VYl ¢t WGl R2RO(jJNRERIVUqUWGseUpdbtYT 2 #aqR
que par la respiration mitochondriale. En réalité, les cellules cancéreuses ne privilégient pas
Gewna! #Ya!t DAWGERY W YOqWHEGEHGIIY WT Kk InnIHage U1 L
aérobie, en complément de la respiration mitochondriale. Decén ¢ Ra A WG ¢ WGI YT e HqRY

accrue, assurant la prolifération incontrélée des cellules cancéreuses’*

Dans le cas ou les cellules cancéreuses verraient leurs mitochondriealtérées, elles sont
qYeqWl DWAKGUWHEGEHGIH W ywt el 2R21 3W30Wl 3T RI RN
9UgqquwnNa! AYO! t WWeijl YARUDWGUI dWqWéce*xWHIIGGa 013 WI
rapide, soutenant ainsi leur prolifération. De plus, das le cas des tumeurs solides, ou les

cellules sont dans des conditions de faible oxygénation (hypoxie), la glycolyse prend
également le relai sur la respiration mitochondriale, assurant la survie des cellules

tumorales.

Des études plus récentes ontmontré que la respiration mitochondriale était importante
dans le processus de survie et de prolifération des cellules cancéreuses. Ainsi, cibler le
Gijq¢c HYGRY GUWij U1 NijqRue W It WHPDGGa 00t AWGE | qRAR2 |

b gl ¢ qij P& dabsilakcehtegtipn de nouveaux agents anticancéreux efficace¥.’s
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1.243. x Ut WA RqYARSYUT I RIUt WIqWik RURqRCE qRYUWI WG K ¢ C

XxIJt WAaRqYHSYUT I RIJt Wt I 2R00qWijNealGUUqWT YWI ijned
déclencher en réponse a des signaux externes, ou a un stress intracellulaife’®x Y | + hue K 130 G 134
sont affectées, les mitochondries peuvent subir un changement au niveau de leur
membrane externe, permettant la libération de la protéine preapoptotique cytochrome ¢

dans le cytoplasme. Cette protéine, une fois libérée, se lie a la protéine Apaf formant ainsi

le complexe procaspase9. Ce dernier active la caspased A lhve RWRUT 2 Ra Weé Wt Y U Wa
T Keceaql Dt WHeE Get It OWx It WHEE Get Uotdines essentidglles)t WGl Y
telles que les protéines structurelles ou les protéinesdu cycle cellulaire. Leur action en

cascade induit a terme la mort cellulaire.

En plus de la libération de protéines preapoptotiques, les mitochondries peuvent aussi

subir une perte de leur potentiel membranaire. Ce potentiel membranaire est induit par le

pompage des protons par les différents complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale.®® Si la mitochondrie est affectée et que sa membrane est dépolarisée, les

Hct Get 0t W YOqUWijReadWaWUqWeHqR2i It AW qWik e GYGqY!

1.2.4.4. Stratégies synthétiques pour le ciblage des mitochondries

Deux parametres sont particulierement a prendre en compte lors de la conception de
GYOijrH20GUt WARHGEUqWaOt WAGRqYHSYUT I RIJYt WOWRYe2 qWT K
lipophilie est importante pour pouvoir traverser la membrane cellulaire, mais également
pour pouvoir traverser la membrane mitochondriale externe. De plus, une molécule
cationique dont la charge peut se délocaliser ciblera plus facilement les mitochondries. En
DnnJaqAWi DWGYqUlUaqRUIGWIWAGHI ¢UcRI DWAGRqYHGWMET | Rc I
2101t Wik Wt GEARVWWRUqUI aJGAI ¢UeRI JOWO YOG UWGIWGY qld

est inférieur a celui des cellules cancéreuses, les cations lipophiles auront tendance a
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tkeHAz G2l WT ¢2¢UqenWi ¢O0t WOt WHRJIGOG2013t WHeUF
Plusieurs familles de composés cationiques lipophiles sont désormais connues pour cibler

les mitochondries de maniére efficace Figure 1.12.).%*

Triphénylphosphonium (TPP)

HO
T
NH, 0
L — L —
H>N NH -
Guanidine NK 0 N*
Rhodamine )
= | NH
N
\N+/\/\/\/\/\/N\

= Déqualinium (DQA)
HoN

Figure 1.12. : Structures cationiques lipophiles ciblant les mitochondries

NYeaqWI kKecAYI T AWGUWEYqRnWql RG6ijU! 01G8Yt G6YURe O Wt
GYdijrzddWnYURqRYUUDGGUWENRUWT k¢t t el I We UWRRHAG
délocalisée grace aux cycles aromatiques, et la lipophilie générale du motif, pmettent un

ciblage efficace.#2® De nombreux couplages de médicaments anticancéreux, comme la

T Y+Yl 2HRARUUWY 2 Wi VWGEeHIRqce G AWE 2 IHWG BBIAY qRN LW
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Aussi, le déqualinium (DQA), constitué de deux motifs quinolinium espacés par une chaine

décyle, a un effet ciblant les mitochondries. Les études ont révélé que le DQA inhibe la

1 U6 Lt Wl ywak NAAWRijUijl ¢ UqWe RUt R Wndhdhdlie,Rq e ¢ qR
induisant une libération du cytochromec D q WIT YUH WG K ¢ Haq R 2 %€ lop RYPAJdskl 1J WG K ¢
donce UW ql erdqgel WWRUqij!I Ittt ¢cUqUWe WHYe Ga Il We 2 13H WI

cibler les mitochondries.®”-88

Une autre famille de molécules connue pour cibler les mitochondries de maniére efficace

Jt quWacWneaRGOGIWI Wt WASYT ¢ RUIY IWOWEUWGGat W &k Kal 1
Gt W 6YT ¢caRUOVY WYUqWidce WHE Ge #HRaqij WIT kdgsimalgoglesld WT 1J WG
RUq@ij| Wt t ¢Uqlt WGYel Wik RECNII RIWI Ut WaiRqYHSEYUI I R
EUnRUAWG Y W ijI R2it W JwWNe ¢ URT RUWAWI YUqUWBK 2 qRTRHY
F YOqUWijneaWaWUqWHe GEHG Y WT DWHRHAGI! Wa Wt WAGRaqVYHE
protonés, et leur couplage a des chaines latérales lipophiles leur permet un passage des
membranes cellulaires efficace. Plusieurs composés portant le motif guanidie se sont

donc avérés étre efficaces comme agents anticancéreux ciblant les mitochondrie&*’

1.3. Les dérivés de guanidines

1.3.1. Geénéralités sur les guanidines

Les guanidines Figure 1.136 AW ijt D¢e +WT YWql YRt WeqY Gt WT k¢ A
carbone central, sont des bases fortes (pKa £3). A pH physiologique, les guanidines sont

protonées, soit sous la forme de guanidiniunt® Leur solubilité dans les milieux biologiques,

ainsi que leur capacité a établir de nombreux ponts hydrogéne dans leur environnement,

G2 WGWI aWqWl «k Kl JWe UWGaGYqRNWI DWHG YR+#FWGY 2| WGc¢ W
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Figure 1.13. : Structures de la guanidine

X JWad YqRnWNa ¢ URT RONDWIY qWijNeadlaGuU0quwt +t JOUqRIJG WeE L
Het 3t WeAYqij It WNRe ¢ URUWY aWO0WaEYgRnWaqWl GRU¢G G LWT I
G6Yt G6Y#HIij¢cqRUDWa RWE I qWTl Wt Yel #1JUidpidejodg 131 NRIJL
Gk 2AWNqW NAW ¢ O W3 13t WG eFigwalld4)ic Gl Lt We OWI nn Yl q

HO. /#
N ~p OH
DS e
N
H,N N ﬁ NH; 0
Guanine Arginine Phosphocréatine

Figure 1.14. : Structure des molécules présentes dans le corps humain comportant le

motif guanidine

Les guanidines sont également présentes en grand nombre dans les composés naturels
terrestres et marins Figure 1.15).2°x k 2 OIJWT It WAa Ydij #He 610 WG It WGa et
deux motifs guanidines est la streptomycine. Issue de la bactéri§treptomyces griseus la
streptomycine est utilisée comme antibiotique a large spectre, prescrit pour traiter de

nombreuses infections bactériennes, dont la tuberculose.

Plusieurs organismes marins produisent aussi des composés biologiguement actifs

comportant une unité de guanidine. Principalement, le poissorfrugi niphobles,ou la pieuvre
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Hapalochlaena lunulata, produisent la neurotoxine tétrodotoxine!®! Utilisée initialement

dans la médecine chinoise pour arréter les convulsions, sa consommation a forte dose

Hcet WWIKkWAGGYRt YOUWGWUOqlO

De plus, certaines plantes produisent également des molécules portant le motif guanidine.

Dans la famille desLamiaceaed UGG ¢ Uaq It Whe JWadk YOWGWe qWl gl Ye 21
plusieurs especes telles quelLeonitis leonurusou encore Leonurus cardiacaproduisent de

la léonurine. Composé commercialisé désormais, la Iéonurine est utilisée pour atténuer les

pathologies du myocarde par un effet antioxydant et antiapoptotique.

0
&
o] ~0
o OH ® HO
o OH NH, NH>
Nf o} =
~TNT
HO NH o N” “NH,
HO 0
OH
Streptomycine Tétrodotoxine Léonurine

Figure 1.15. : Structure des molécules terrestres et marines biologiquement actives

comportant un motif guanidine

Ainsi, compte-tenu de leur prévalence dans les molécules naturelles, les guanidines
peuvent étre considérées comme des entités fondamentales dans le domaine de la chimie
médicinale. Dans le cadre de la recherche de nouveaux agents anticancéreux, les dérivé

de guanidine se sont avérés étre associes a des propriétés antiprolifératives intéressantes.
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1.3.2. Les biguanides

Les biguanides, issus de la condensation de deux motifs guanidines, sont devenus depuis
guelques années des structures de choix pour la conception de composés anticancéreux.

La Metformine Figure 1.166 AWHRNz2 ¢ URT IJWIT R Gajotps tertninaiid, est vl i k 2 U LW
médicament antihyperglycémiant prescrit aux personnes atteintes de diabéte de type Il. Du

fait du lien entre diabéte et cancer du pancréas, les éventuelles propriétés antiprolifératives

de la Metformine sur des cellules cancéreusesiu pancréas ont été étudiées. Il a ainsi été

découvert que la Metformine pouvait en effet induire une action antiproliférative sur les

cellules cancéreuses.?21% | g Metformine agirait sur le complexe | de la chaine respiratoire

et sur le métabolisme énergétique des cellulest®®* Néanmoins, plusieurs études ont

montré que la Metformine avait plusieurs cibles intracellulaires; par conséquent, le

Gij #¢ URY G W WI K ¢ #q R ildldn@nt glotidd. WUK It qWUGEt LW

NH  NH .HCI

— Motif biguanide
\N NH,

Figure 1.16. : Structure de la Metformine

Malgré son action antiproliférative intéressante, la metformine ne peut étre envisagée
comme traitement anticancéreuxen raisonl Kk 2 UIJWHR Y T IRd WY KIRFAIRLEGHE] ijj HR'n R
faibles SEU W N n JqAWl Kk RGGY!I q¢c Uqlt wWwrYURWDUq! ¢ qrRY Ut Wt Y

antiproliférative, induisant une cytotoxicité norrsouhaitée sur les cellules saines!!®

Considérant les problemes rencontrés avec la Metformine dans le cadre de son utilisation
DOWagcecUqWhek cUqRACURI I e+ aWGIWNI Ye GUIWT JWac¢ WAL |
analogues de la Metformine, plus performants et plus biodisponibles. Ainsi,& composés

alkyl- et arylbiguanides ont été synthétisés et testés sur des cellules cancéreuses du
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Ge URI ij ¢t IOW x ipleényidiiymylidenzyl A REBRijUAnidium (Figure 1.17), soit un

biguanide sous forme de sel de triflate portant une chaine latéraleigide, a montré une

activité bien plus importante que celle de la Metforminet!” En effet, la valeur de Gb

déterminée (concentration nécessaire pour inhiber 50 % de la croissance cellulaire) fut de

6,1 uM contre 5 mMpour la Metformine, soit un composé pres de 1000 fois plus actif sur les

cellules pancréatiques cancéreuses. Cela peut étre expliqué par le fait que le composé est

plus lipophile que la Metformine, donc capable de traverser les membranes
phospholipidiques de maniére plus eficace. De plus, il a été montré que le motif PEB peut

Fkcect b DGAGI Wi ¢ U Wat Walas alliuk MTWa k 60 &Y queddd 1l

traversée des membranes que pour la Metforminé!&119

NH NH HOTf

R

N~ N7 TNH,
H H

g

Figure 1.17. : Structure du PEBbiguanidium

Adet W ijHIGAGVIUqAWTIWNI Ye GIJWI IJWG ¢ WA IOWEHS G Ra Al
HRNnYURqRYUUWGOIIt We WAHCet 13WI JWHAR DN 2 antppolifddetivadiéé LG K ij 2 «
TUwwWwaole!l WaijHcURt GIWT keHqRYUOW ROt RAWT It WAASN
96RANVI ¢bWIqW ON 9QWuT YWikeUNGERt W OqYG6eN! WN | I
synthétisés (Figure 1.18.).°" 12 Ces deux familles de composés ont montré des propriétés
antiprolifératives sur les cellules cancéreuses plus importantes que la Metformine. Les
AASN 9t WYUqwWaYUqlijweUWWeHA2G2GeqRYOWT ¢ Ut Wit
action sur la chaine respiratoie mitochondriale. Le AUTAC quant a lui, a également
qij a YRNDUij Wl ke UWWecHA2GabdecqRYOWI ¢ Ut WG Ut WARqYHGS YU

du réseau mitochondrial.
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Figure 1.18. : Structures des PROTAGiguanide et AUTAGbiguanide

En somme, les études du groupe de la Pr. Schmitzer ont permis de mettre en évidence que
les biguanides, lorsque couplées a des chaines latérales lipophiles, sont des structures
prometteuses dans le traitement du cancer du pancréas. Ces biguanides sont ass@s a

des propriétés antiprolifératives induites par un ciblage des mitochondries.

1.3.3. Les iminoguanidines

X ilninoguanidine, aussi appelée guanylhydrazone, estin des dérivés de guanidines qui a
également montré son efficacité au sein de molécules thérapeutiques pour diverses
applications.? Un composé de la famille des iminoguanidines, le MitoguazoneFi{gure
1.19.) a été étudié de maniere approfondie dans les années 1980 pour ses propriétés

antiprolifératives prometteuses.'?#124
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Figure 1.19. : Structure du Mitoguazone

X DW~RaqYNae¢cAYUW k13t qWl YU#HWE 2 ijnlvijrdetirovivdEd @ftét A Y U We
les études cliniques avaient permis de considérer le Mitoguazone comme un COmposé

UnnRHAcCHIDWGY 2| WiWdWagl ¢cRqUIGUUOqWT 3t WeecUBDI+ W 2 WHY
GYal WaWWaql ¢cRqUAGUUqWT Ut WaG! AGEYA It W IJa Ukfait)t Wde
Gk RUGRARqRYUWI yWwace¢wt ! Ugdé Lt W Pt wWweya! ¢aRUOE awa
DgWeéeWwWdelW Gl YOGRNijI ¢cqRYUW AHPGGa e RI JOBhdhng RUq 11 ¢
décarboxylase, le Mitoguazone inhibait la synthese de la spermine, diminuant de ce fait la

prolifération cellulaire. %12

Ces études cliniques avaient débouché sur la mise sur le marché du Mitoguazone en France

en 1998. Néanmoins, les études cliniques plus tardives ont montré que le composé était

ctt YRARjWeWI WWOYGAGHAI DexWWInnWat Wt 3aYUIl ¢t ldést WHY GG
troubles gastrointestinaux, la toxicité hématologique et des problémes cardiovasculaires.

Cela a conduitau retrait du Mitoguazone du marché francais en 2012, et aucun autre pays
UKCcWTCOCRY WEGGI Ye2ijWikeqRGORt ¢ qRepuUidiEtl~RgYNe ¢ A
Bien que prometteur par sa capacité a établir des ponts hydrogéne avec son environnement,

b et Yie HRORqij WUOUWERIRW2 WHRYGYNRe AW q LUt ¢ WGYH

que trés peu considéré dans la conception de molécules anticancéreuses.
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1.4. Obijectifs du projet

OYUt RTijl ¢cUqWiak RUqij| KqWT eWadYqRNWRARUYN2a¢URT RU
amphiphiles pour traverser de maniére passive les membranes cellulaires, des
diiminoguanidines amphiphiles symétriques ont été synthétisées. Nous avons opté pour des
chaines latérales aromatiques, polycycliques aromatiques et hétérocycliques aromatiques,
balancant ainsi avec la grande hydrophilie du motif guanidine central. Les propriétés
antiprolifératives sur des cellules cancéreuses du pancréas ont été évaluées, et la
SélIJHqR2Raqij WIU2 11 + WG Ut WHPJIGOG2a 1t W ¢ ROJY Wijnealau
structure-¢c #qR2 Raqij W Uq! WGt WHSEECRUDE WAcaqijl ¢dldt Walld
T keARqRYUOWT DWHDE WHYAGGY! it WeWijqijll RUGddtleg RN 2 ij AU
membranaires phospholipidiques, puis par microscopie. Ces travaux sont relatés dans le

Chapitre 2.

nRUOWIT YWT ijql GRUNI Wt RWG ¢ WG ij+ DUHWDWI 2 WG YaqRNLWN:
¢cUqRGI YURNijl ¢cqR2UIAWYe Wt RWa ¢ Wt ! Gijal RIJWI WG ¢ Wa Y
synthétisé des iminoguanidines asymétriques, portant des chaines latérales uniques,
identiques a celles du Chapitre 2. Les propriétés antiprolifératives sur des cellules
cancéreuses pancréatiques ont été évaluées, et la sélectivité déterminée. Le mécanisme
T kergqRYUWe Wij Neda 0 gatd ifendettd iptade $oRt ipiéiehtdscddds el ij + 2 T q
Chapitre 3.

nRUWI kijac¢cl DRI Wakijagel JWI Wt WGl YGI Rijqijt WHRYGYNR
synthétisées dans les Chapitres 2 et 3, nous les avons testées sur plusieurs souches de
bactéries Gram (+) et Gram -J. En effet, leur amphiphilie et leur charge cabnique
délocalisée en font de bons candidats hypothétiques pour cibler les bactéries.
XKijaqcHIGRt + 3G 1U0qW T 1J Eciivitdlnbul (a cconutt (aLllat sgrithese etz a4 1J
GKkij2¢ctecqRYUWI Ut WGI YGI Rijqijt WecUqRHACHqij | &J0UIJt L

latérales alkyles. Tous ces résultats se retrouvent dans IEhapitre 4.
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Dans la continuité des travaux sur les dérivés de guanidine et leur activité antiproliférative

sur les cellules cancéreuses, nous avons travaillé sur un autre dérivé de guanidine
précédemment étudié au sein du groupe Schmitzer le biguanide. Dans le cadrel k 2 U 1J LU
HYGOcHY!I ¢cqRYUWe 2R WG WWAL Ynidt t 1Je | HBFudswitk! dés HOW7 0 R
complexes biguanideiridium ont été synthétisés. Les propriétés antiprolifératives sur les

cellules cancéreuses du pancréas ont été évaluées, et leur cytotogité sur les cellules

¢ RUDE WijReaaGUqow9 loecwlYet We WGWI GRY W WwWHYUHD
Gel Wl ¢ GGYIl qWeée Wik e qRTRY ¢ a RS, IHIcapacitd GnRimséquel deslUAR N 2 ¢
HYOGGO W+t W kRI RT Rz G W& Wijalaal YW YWicWnde VYl 13t HIJL

ces nouveaux complexes. Les résultats sont présentés dans IEhapitre 5.
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Chapitre 2 1 Activité anticancéreuse de
diiminoguanidines amphiphiles et étude de leur

GijHEURE GUW K cHQRY U

2.1. Préface

OYOGOaUWij2VYheijW ¢Ut Wak RUq!l YT emqRYUOUWN{ Uij I ¢alaLWwa 13
des propriétés biologiques intéressantesld U W a ¢ U q W hue k .CEd epiarichd) &iguhdd 2
jagel JWt el WaWt WT RRGRUYNea ¢ URT ROt Wt ! Gijql Rhue 13t LW

recherche contre le cancer.

21.1. x 13t W RRARUYNe ¢ URT RULY WHYS G WIWI ij HICq ]

Les diiminoguanidines symétriques ont été étudiées pour leurs propriétés de
reconnaissance des anions'®* En effet, leur habilité a établir des ponts hydrogénes leur
GUIl G lqWl k RUqJI ¢ DRI We 2 WHEWG It We U RYids pHadpivatesiold WG 13+ LT
encore les fluorures*¢ De plus, lorsque liées a des chaines latérales lipophiles comme des
cycles aromatiques, les diiminoguanidines peuvent étre utilisées pour effectuer de
GKID+aql ¢ HgRWRUIUE RARNIE RIkIE URY Ut all G¢l qRHz GRLEIT 3G 1J0q
hydrocarbures'®; certaines étant plus efficaces que les extracteurs couramment utilisés
lTcUt wakRUOT 2t ql RUJWW[ RUcGWaNUqAWT ¢ Ut WaUWWYGqRY
YINDcURhe DWHY2¢0WUqWel DWak cUNGERY W98 WI WoOY2c¢caW
a été synthéisé Figure 2.1b We N RUWT Kk RU I ¢ DRI W¢ 2 Dapdrmnildde WY £ ! ¢ U
TRGRUzNl WidcWhecUqRaijWT k¢URYUY WT YWHGE!I YAUW biéf



contaminée.'® En somme, les diiminoguanidines sont des structures prometteuses dans le

Hel | Wl Jwaewl jGYdteqRYUWI Ut WW¢ce+WNI eddWe Wide |l

| cl |

Anne Anar
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Figure 2.1. : Structure du réseau covalent organique de diiminoguanidines pour la

HcGael W k Y+! ¢URYUt Ustdl iR 6 | YO W Wbl éf b WI

~canlijwadel +t WGI YGI Rijqijt We¢URYUYGS6YI 3t WRUqij | 13t
jagel RjUIWT ¢Ut WaWWagl ¢ Ut GYI qWI k RYUt WHsGY! 21 13t AW
RUql ¢RUOGa0¢RI DWGWeqWa WU We Wik cGYGqYt WO

212. S§HTWUHqRNt W YWIkijqgel 1

Nous nous sommes intéressés a la synthése de diiminoguanidines symétriques liées
portant des chaines latérales aromatiques, polyaromatiques et hétéroaromatiques dans le

He qWl kij2¢tedl Wikdel t Wij2R00aqeldddldt WGl Y Guckigqijt We U
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activité associée. Aussi, considérant la capacité des diiminoguanidines symétriques a

établir des ponts hydrogene avec les anions, nous avons étudié leur capacité a agir comme

ql ¢Ot GY!l qUlel t W kK RYUt WHGGYI 21 13t IOWE U Msdtindulides; A WT 1J W
un débalancement toxique de la concentration intracellulaire en chlorures et, a terme, la

mort cellulaire. Enfin, nous nous sont concentrés sur la détermination du meécanisme

T keArqRYOW! Dt WOYe2Gat W RRARUYNe ¢ URT ROVt We GG6

2.2. Activité anticancéreuse de diiminoguanidines amphiphiles

aromatiques et hétéroaromatiques

2.2.1. Synthese

Nous avons synthétisé une bibliotheque de diiminoguanidines amphiphiles sous forme de

FGH WT WWHESGGY! 21 13t HKiportéante GpBul ReGpaRRdg® Jddl inembrangdL
cellulaires*®, nous avons choisi des chaines latérales lipophiles pouvant balancer avec le

Hfel W6!' T 1 YGERIUWWRAGRUYN2ac¢cURI RUVWW RUt RAWUYet We :
savoir des phényles, substitués ou non, des groupements potycliques aromatiques, et des
groupements hétéroaromatiques“®. Les phényles, substitués ou non, sont tres présents

T¢Ut Wauwl YacRUDWI YWa e WHRSRGRIIWGIHT RARUC O UWHE | WR
aminés portant aussi des groupements aromatiques par empilement p*+142 De plus, les

substituants sur le phényle peuvent augmenter la lipophilie de la molécule. Selon
GkijaUHql YOijNReqR2Rqij WI Jwadt Wi 31 URUJI + ARGt WGWe 2
T W dew Ne¢cURTRUVW hveRW RUqUI 2RVI0OUVUNVUqeiméntssUt W G 1J
GYu! ¢l YacqRe 3t Wt YUOqWT ¢2¢U0qéeNPIWHEGEHT I W kK dnn
ce qui pourrait perturber les membranes cellulaires!® x 2 | + WGl YGI Rijqijt WT K ij
mide VYl 3t AYUARDIW + YUOqW ¢ett RW RUq@ij! Wttt ¢U0qt Wi eUt L
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biologique.**+**° Enfin, les groupements hétéroaromatiques portant des atomes accepteurs
T DWESYUqt We! T1 YNLUWWGUe2WUqWGeE!l qRARGIJI WesHIi k RUq |

BLEQJWt YGaUAWaWt WNI YeGUWGWUqt WHE YR Rt WUYet WGWI G

structure de la diiminoguanidine et son activité antiproliférative.

x IJt Wl RRARUYNec¢cURT RUIY W ! Gij ql Rhue I3t Wie gelde @CH 130 q WT
de la e -diminoguanidine Jq W T We # Wijhve R2¢ a0 qt WT WWakeal ij 6!
effectué les réaction dans le méthanol comme indiqué dans la procédure de Ghostt al.'%¢

Les diiminoguanidines portant les chaines latérales aromatiques et pobycliques
aromatiques ont été synthétisées a reflux. La température a di étre diminuée lors de la

synthese des diiminoguanidines portant les chaines hétérocycliques du fait de la nen
YAqUWUqRYUWT Ut WGl YT 2 Rat Weds Yrac@dumsysyhtHétiGuEd dt teg k & W1 1
caractérisations sont retrouvées dans la partieExperimental Section . Le schéma de

synthese des diiminoguanidines amphiphiles ainsi que les structures des composeés

synthétisés sont regroupésdans laFigure 2.2.
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Figure 2.2. : Schéma de synthese et structures des diiminoguanidine®a-2n
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2.2.2. Evaluation des propriétés antiprolifératives des
diiminoguanidines amphiphiles, sélectivité et relation structure -

activité

2.2.2.1. Généralités sur les expériences

xKijagel JWI Wik ¢HqR2Raqij We UqRGI Y O RMNiij vitro a putdelld T 13+ Wi
menée grace a la collaboration avec le laboratoire du Pr. Ferbeyre (Département de
Biochimie et de Médecine Moléculaire, Université de Montréal).

NnRUWT kijgel RUI WdUt WGl YGI Rijaijt WeUqRACUHRARIIT Dat I
incuber ces derniers pendant 72h a différentes concentrations afin de déterminer la
concentration inhibitrice médiane Cko, Soit la concentration nécessaire pour avoir une
RU6RARqRYUWT DWPMEWT YWdc¢cWHI YRt ¢cURNDWHRDGOGa0¢ R
nombre de cellules encore vivantes est rapporté a une référence de croissance cellulaire
maximale sans traitement, donrc U q WG W WGY e | AJUq¢ NIIWIT k RIGi6é paHRqRY U
concentration de composé. Plus la valeur de la GJest basse, plus un composé est efficace.

Les protocoles peuvent étre retrouvés dans la parti&xperimental Section .

Les mémes tests sont aussi effectués sur les cellules saines. Dans le cas des cellules

saines, la Ck se nomme la CG,, soit la concentration cytotoxiqgue médiane. En revanche,

on souhaitera obtenir une valeur de C& G ¢ WGO 2+ Wij a0 W2i WWGEYt + RAGUIWI ¢ U
veut un compose efficace sur les cellules cancéreuses, mais le moins toxique possible sur

les cellules saines, soit un composé dit «électify FOWAYea | WTe NI WT JWGce Wt
composé, il est possible dJ WH ¢ G He 0131 WG k R U Is&dn 1a dimuilélBuiijadité H q R 2 R q ij

#HHAOLTT

Oy
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X Dt WRYAGGYt jt W YUOqWGk ROT RAIWI YW jadUHqR2 Raij WIJt q
comme efficaces et sécuritairesin vitro.’>® Il peut étre envisageable de les testein vivopar

la suite. Nonobstant, il est a noter que certains anticancéreux utilisés en grande quantité

H6che DWTVYel W ¢O0t WaXIWayYUT ywodw 3t GIHqUUqWGet WHI
indices de sélectivité envers les cellules des cancers pour lescels il est prescrit sont

inférieurs a 10°+%¢; expliquant particuliérement la néphrotoxicité du cisplatine.

2.2.2.2. Activité antiproliférative et sélectivité

NnRUOWI kij2¢te Il WiWWGEGYqUWUqRUGWEUqRHE URIG I e + W 134
nous avons effectué les tests sur deux lignées cancéreuses du pancréas; a savoir les KP4 et
les PANC1. Par la suite, afin de déterminer les indices de sélectivité aifs a chaque
composeé, nous avons effectué les tests sur deux lignées saines; a savoir les IMR90 qui sont
des fibroblastes du poumon, et deshTERTHPNE qui sont des cellules saines du pancréas.
Chaque test a été effectué en triplicata technique et biologue JW ¢ nRUWT k ¢t t 2|
reproductibilité des résultats. Les données issues de ces tests sont regroupées dans le

Tableau 2.1.
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Clso, CCso et indices de sélectivité des composés2a-2n

Tableau 2.1.
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Toutes les valeurs de Gbobtenues sont dans le micromolaire, ttmoignant de la toxicité des
diiminoguanidines envers les cellules cancéreuses du pancréas. Particuliérement,
plusieurs composés comme les 2a-2d ou encore les 2i-2m ont des Ck, dans le bas

micromolaire. Le compose le plus efficace est le2], soit le composé portant des chaines
latérales imidazoles, avec une G}, de 280 nM sur lescellules KP4. Le composé le moins
efficace quant & lui, est le composé2h portant des chaines latérales pyrenes, avec une Gd

de 163,2 uM sur legellules KP4 et 240,3 uM sur lesellules PANCL.

La détermination des valeurs de Cg a permis de calculer des indices de sélectivité de

chaque diiminoguanidine pour les cellules cancéreuses par rapport aux cellules saines.
7RUO0We K InnRAECHIY W 2| WGt WHRIGG2 a1t WHe ORI et 131
facteurs de sélectivité trop faibles pour envisager de tester lesdits composésn vivo. En

effet, les composés2a-2d, qui avaientdes ChR U qij | 3t + ¢ Uq 3t WOk B+ #ijT ¢ Uq L
deux lignées cancéreuses confondues, présentent des indices dgélectivité qui ne sont pas

optimaux. En revanche, les composéj-2l, soient les composés portant respectivement

les chaines latérales imidazoles, pyridines et pyroles, sont tous trois associées a des indices

de sélectivités trés prometteurs. Particulierement, le composé2j est plus de 600 fois plus

efficace sur lescellules KP4 que sur lesellules IMR9O0, et plus de 900 fois plus efficace que

sur les cellules hTERTc A EOW x It W 2¢dWlel t+ WT kRUI RAIIE W T LW

diiminoguanidines sont suffisantespour envisager de les testem vivodans le futur.

2.2.2.3. Relation structure -activité

2c¢Ut WeUWDWYGqRhe DWT Kk YGaqRAORt ¢qRYUW Naqgel JWT 13t Wt
2 qRORt ¢ qRY UL & ahtitancéteéax )/ Lhbus haug)ddtdnes intéressés a établir la

relation structure-activité pour les composés2a-2n. De prime abord, il apparait que les
composes les plus efficaces sont ceux portant des chaines latérales hétérocycliques. En

effet, le composeé 2] portant les chaines latérales imidazoles est le plus efficace, suivi dal

portant les chaines pyroles, du2m portant les chaines indoles, et enfin du 2k portant les
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chaines pyridines. Ces quatre composés sont tous associés a des valeurs desgihférieures

ou autour de 5 pM. Il apparait ainsi que les hétérocycles azotés conférent une meilleure

activité antiproliférative, particulierement les cycles a cing membres. Les composégj, 2k

et 2| sont également associés aux meilleurs indices de sélectivité obtenus lors de cette

étude. Le composé2mA ARV U Whe Kk In n RECHIIAWUK Ut qWGet Wt ijaIH
lequel le cycle azoté est espacé du motif iminoguanidine paun cycle aromatique. Cet
espacement pourrait étre la raison de lanon-sélectivité; il serait possible de le confirmer

lorsque la cible précise des diiminoguanidines sera déterminée.

Le composé?2i portant les chaines thiophéne est associé quantaluiaune @il Kk JU2 RI1 YU LN
UM, ce qui en fait tout de méme un composé efficace, bien que nesélectif. Il en va de

méme pour les composés 2a et 2b, qui eux ne portent pas de chaines latérales
hétérocycligues mais des chaines latérales aromatiques soient un phényle pour [2a, et un

p-fluorophényle pour le2b.

Les similarités au niveau des comportements antiprolifératifs de ces trois composés nous

ont amené a étudier la relation entre la valeur dalogP et la valeur de G sur les KP4 Figure

2.3.). En effet, les composé<a, 2b et 2i sont tous trois associés a des valeurs delogP tres

proches, respectivement 2,24, 2,83 et 2,26Pour rappel, le logP est le coefficient de partage

T keUOWARYGAGGYt ij WIUq! -tdiddlblesea L0tk Yy tRanec Wayt O LLLO0YqULG & 1 ¢ 2 FOWA G
Gliet WeUWRYGGYH! ij W Ibk, plustdeRogFY Bré faible) phusd unldtdnipese feita
hydrophile. En chimie médicinale, le logP est pris en compte pour la conception de
GYdijrHz Gt W kRUqij | KaqWadil ¢ Gle qRhue 149 W &2hket khaelkUR G LL
HYOGGYt ij WIt quWIdOWwa 3t 21 Wl WWal ¢ 2131+ 131 WGt WayaHI ¢
associé a un logP inférieur a 5lci, le clogP, soit le logP calculée, a été calculé a partir du

consensus Swiss ADMEADbsorption, Distribution, Metabolism, Elimination) 8
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Il apparait de maniere significative que lelogP a une influence sur la valeur de la &) ce qui
OYet WG G 1Jq W K ij qc¢ MégR polilleshudls fet) apriddos € sérantldffititels, LU
YelWe Wik ROU21IJI + JWGWe WInnRHAC HIJt OW

f ARAWUYeet Wt YOGt WyOWalt el JWT kijq¢c HIRI Whe JWG 134 |
associées a desclogP compris entre-MA X OWW qWOAPT AWE 2 UH We UWERIIJG G6 ¢t
T 2,83] pour obtenir des valeurs de G§ inférieures ou autour de 10 pM. Pour des clogP

b 2Gijl RUDel t WeWNAWik eHqR2Raqij Wec UqRGI YORNIijI ¢ qR2 1JWI
pour les composés2e, 2f, 2get 2h. Ces composés sont les plus lipophiles de notre série de
diiminoguanidines. Il est possible que cette importante lipophilie ne permette pas un

passage optimal des membranes cellulaires, expliquant la nécessité de doses plus

ROGY! q¢ Uqllt WG Vi antipvokfémative RoullBi k ¢ Hq R

ouuwt e dWWI+FHAVGqRYULWE WG ¢ WaqUT ¢ (P, Sdilla ndijvepij kBIY At 131 ;
HYOGGYHijWGY!l qcUquWalt WHECRUOWDY Wacqijl ¢alleldyrrUOT YT 1
HYUL RT G RIWRYGG W ¢ Ut WddanR BsikKB4 eatsupérielitd ¥ G0 RML ¢ T A LU
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2.3. Etude de la capacité des diiminoguanidines amphiphiles a

agir comme transport eurs1 K RY Ut WHS G Y 21 JW

AL ijHGT VGG 0qAaldkijve RGUWI 2 WAI FOWA¢ | t W k 13t qle nnijl
GYdijreGdWt ! Ugqéij qRue JWe Wal ¢ 0Ot GYIl ql Wl 3t WRYUt WEF
HUGOz2GecRI DAWWqWGk ROT 2 AqRY U BP0 étudd Mettajtldit 10 G 2 O
GeGRLI DWidWWne¢RaqWhe JWak RURqRec qRYUWIT k2 OWT ijHCTC
RUql ¢RUOG20¢RI WWWUql ¢cRUECRqWza0WWHEt BT DWIT ki 2L
0 K ¢ GY Giguet2. @)L bl

Transporteur
synthétique

Stress osmotique

= surproduction de ROS dans les mitochondries

Cytochrome ¢

ROS

Libération des cytochromes ¢

Figure 2.4.:~ij #¢ URYt G W k ¢ HqRYUWec UqRACUHI T et 13 W 1J
Tk RYUt WHGGY! 21 1JW
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Considérant la structure des diiminoguanidines synthétisées, et leur activité
anticancéreuse ci-avant observée, nous avons envisageé la possibilité que cette activité soit
0RijUOWe Wak RUT eAqRYUWT k2 OWT jHcOGecURPDGUIUqUWI WG ¢ WH
En effet, la structure It qinc¢ 2 Yl ¢ HGWWE WAaKkijqcHIRI + BaR0qUWT U
chlorure (Figure 2.5.), ce qui pourrait faire des diiminoguanidines des transporteurs de

HEGYI 21 13t 6 WAK Ut qWAIIWe JWUYet We2VYU0t WHG I &6 We W

Ponthydrogene

Figure 2.5. : Représentation des ponts hydrogéne possibles entre les diiminoguanidines

et lesions chlorure

231 E#Gijl RODUHIW VWi Rt JwRUOWae dRLEI JW 2 Wal

nRUOWT W jaqldl RUDI W RWa Wt WHYAGGY!t it WenNRE + 130 q WH
I Keceql IJWT 1V UWdeltulHirg, o test ne ddddssitant pas de cellule mammifére peut
Kal JWaRY WIUWfe21 DOWF W Kk ¢NRaqWT YW ' Uqé6ij qRY 1J1 WIT |
liposomes, ne contenant que des phospholipides simples. Les liposomes sont des
nanoparticules sphij | Rhue IJt WHYGGY!t ij 3t Wl ke UWWYe WGGa¥RJ21 + W
163]|s sont classés selon leur diameétre et le nombre de bicouches lipidiques qui les compose
(Figure 2.6, OW? ¢ Ut WUY ql JWHct AWUYet We2VYUt We qRGRY §j WT |

diameétre de 100 nm.
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0O

Petits vésicules Larges vésicules Vésicules
unilamellaires unilamellaires unilamellaires géants
30-100 nm >100 nm >1000 nm

» Diamétre

T Téte hydrophile
Bicouche UL \

phospholipidique ”“” F“" M}Queuatipophile

Vésicules
multilamellaires
>500 nm

Figure 2.6. : Classification des liposomes selon le diametre et le nombre de bicouches

phospholipidiques

Les phospholipides utilisés pour former les liposomes peuvent étre variés selon le type
I
t 1 UqéijqRue JAWUYet We2YUt We qRGRY §j WT WG ¢ WERS Y G6 ¢
GkeUNGOERY WENNLWWO Y Gel. EnAefiel, HaGbosphaRdylthdliik9eét Yelpintipal

phospholipide constituant la membrane des cellules eucaryotes. Figure 2.7.).

I3+ Gij | R1JU #ADHNS mowd &b apdinjde)idmer la membrane cellulaire de maniére

Py
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Figure 2.7. : Structure des phospholipides EYPC utilisés pour former les liposomes

nRUWI kijagel RIJI WiWWgl ¢ Ut GYI quWl «k RYUt WHRGGY!I 21 13t W
Gel WndeY!l Wt #UIUADWI DWG K In rFigaet2B). PdYoe faideFde TaY | 2 | 1J 1
Ge HRNDjURUWDWWY quWWUHeE Gt etdijlWewak RUijl RJel WT 2 WG
fluorescence estéteinte JU WIG! ij+ JURWDWI «k RYUt wWH6a VYl 21 ywow ROt RA
t ROUcG W IWnaeY! W #WYOHWWIOK It qWYHAL I 2§ WGe Rt hue 1J Wi
DOWGH ijt DUHWDWIT keUWaqcaGYUW ¢ et€irfieHDIl & NI In i & ¥ 1J LLG R 18 (T
COMpOsEs, si ces derniers sont en mesure de transporter des ions chlorure etehors du
liposome, on observera une augmentation du signal de fluorescence au cours du temps. Le
suivi est effectué pendant 12 minutes. Au bout de 10 minut du Titon est ajouté pour lyser
les liposomes et obtenir ainsi une valeur correspondant au maximum de fluorescence; cette

2¢cl0el W VI ¢clWe qRIORY jUWGYe |l WHcOGH2GUII WacWnide Yl 13t
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A) | NO;

Figure 2.8. :E+ Gij | RIJUARIDWI YW e R2RWI DWIk Unnide+ Wl kK RYUt |

i ¢ Wa 2 H#RIFPEOR U BIHIS05 nm). (A) Structure de la lucigénine. (B) Schéma de

GKID+EFGij| RJURIDWI W e R2RWI DWIk Unnide+ W osmy Ut WHGE C
GYI+t vedwa gl ¢ Ut GYI qllel WGUI G WqWdEk Inn

232, NI ¢Ut GYIl quWi k RYUt WHEGY! 21 WWGEE ! W13t wi

Les diiminoguanidines2a-2n Y Uq Wij qij WaqlJt qij It WT ¢ Ut WT Ut WR*FGijl R
H6OY!l 2l JIOWNYz qWT Kk ¢ HYI T AW 3t WaRGYH Ya Wt wArRYUL qRq
j qijlleqRORY ijt OWAGet Rl + WHEYUHWUq!I ¢ qRY Ut W JW RRE
20 mol% par rappot aux phospholipides. Les valeurs de Ci, soit la concentration effective

GUl GlggqcUqWe UWWn nde+WI W «k RYUt WHGGY! 21 1t WI JWP
aucune CE U WGY 2 2¢ Ra WK gl W ij g3l & R OUXLjTopct RieCkapLIIEECM LIIGGY
DaqWd WY aGYt ijWOkijqec RagqWGet WrHY UL RT g1 ijwuAYGaWe 0w
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Y1+ e Jwl 3t Wt RNU¢ce+#WI DWagl ¢ Ot GYI gt Wl k RYUt WHGTY

X
Gt WORGYY YOGt W kE0A9AWz UNWI+Gi 1 RUURDWE 2 138 WT 134
GRGYt Yot WAYUqUWUec UqWOMWEWT WWHGE YO It aqiRd, idrénA W RNR

utilisés. Cela permit de qualifier le type de transport effectué transport par formation de

canal, ou transport faisant intervenir un transporteur mobile.

x 3t WNI ¢G6Re It WT YWt eR2ZRWIT DWW Ok WInnde+WI Kk RYUt U
EYPC+cholestérol pour les diiminoguanidines ayant présenté des signaux de transport, ainsi

que les valeurs de Ck sont retrouves a laFigure 2.9.
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A)

EYPC EYPC + cholestérol
10 1.0 — 20 mol%
— — 20 mol% L
5] G — 15 mol%
2 — 10 mol% 2
2a S — 5mol% X
£ 05 £ 0.5
w b}
' / =
_.____‘.,..—-—- /
0.0 T 0.0 T
0 5 0 5
Temps (min) Temps (min)
— 20 mol%
1.04 — 20 mol% 1.0 .
LM Lo — 10 mol%
5] — 15 mol% E
@
2b g — 10 mol% 3
£ 059 — 5mol% £ 0.5
w w
’ ’ 72
0. T 0.0 T
0 5 0 5
Temps (min) Temps (min)
. 1.0 — 20 mol% 1.04 — 20 mol%
(é — 10 mil% E — 10 mol%
2¢ X — 5 mo\/:.n ; — 5 mol%
£ 0.5 — 2,5 mol% £ 0.5
w i
= ®
0.0 / 0.0
0 5 ] 5
Temps (min) Temps (min)
.10 — 10 mol% . 104 — 20 mol%
5] — S mol% E — 15 mol%
3 — 3mol% s K
= d ! — 10 mol%
2d 3 5 "
£ 05 — 2.5 mol% £ 0.5 — S mol%
w u
& s ﬁ‘_—'f——_
0.04 T 01—
1] 5 ] 5
Temps (min) Temps (min)
Diiminoguanidine CE;,(mol%)
2a ND
2b 13,34+ 0,49
2c 571+0,51
2d 3,03+0,06

Figure 2.9.:N1 ¢ Ut GYI qWl « RYUt WH6OY! 21 13+ Wl ¢ Ut Wi 13t
EYPC+cholestérol pour les composéfa-2d et détermination des valeurs de CE.(A)
]I ¢GRIt Wl k Wnnie+*Wl Kk RYUt WASGY! 21 KB) WWGE | WY e

Détermination des valeurs de Ck a 270s.

66



Parmi toutes les diiminoguanidines synthétisées dans ce projet, seulement quatre ont pu

étre associées al 1Jt WI ijt edaqcat Wl JWal ¢ Ut GYI qWl k2R At WHGE G
2c, 2d. Il est possible de constater que le compog 2a, soit la diiminoguanidine avec les

chaines latérales phényles, est le moins actif en tant que transporteur. En effet, malgré le

mné¢ RaqWhe JWGEk YOWYHqRIIOOWW Ut Wt RNU¢ce+#WI WWnde Yl 13t ¢
T KRYUt WHG G Y 2 lattelbte) mé@midl F 200molRHOWLA) dljl Uk ¢ WT YURLWGEt Wij a
déterminer les valeurs de Ck pour ce composé. Considérant que ces composés étant

associés a des valeurs faibles de Gbhsur les cellules cancéreuses, nous pouvons en déduire

tue WG WWal ¢ U0t GYI quWl «k RYUY WHEGY! 21 3t WUk It qWGEt We
X DWHYGGY!t jjWet t+ YRARI WE e WG WRG O 1322, suividu Zc Bt2GNYeRdq WT K RY
et le 2c ont respectivement desclogP de 3,57 et 3,29. Les autres composés quant a eux ont

des clogP inférieurs a 3; il est donc possible de dire que sur cette série, dogP a une
RUnteWUHIIW 21 WaWWal ¢ Ut GYI qWl «k RYUt WHSGYI 21 13t oL
série avaient desclogP supérieurs ou égaux a 3, mais ne conféraient pour autant aucun

signal de transport. Ainsi, nous pouvons conclure que letd YNRAWUOK It qWGEt Wa 1wt

D13l T ¢cUqWe UDWRUNGe JURIIW 21 WG WWgl ¢ Ut GYI quWl k RY U

ERWdk YOW «k RUqij ! It JWe Whe ¢ GRNRIJI WG WWg! GUIWI 1JWal
GUWHR¢ERY W ke UlWlgl ¢ Ut GYIl qlel WG YARGUWY e WGE | Wi ¢ Wn
T UWak D+EGij I RWOHIJWY 21 WGt Wd RGY 1 téfal. ICbmbhet ¥xpliGUé t ij + LT K
précédemment, le cholestérol est un agent naturellement présent dans les membranes

cellulaires qui sert a rigidifier ces dernieres; cela empéche ainsi les éléments extérieurs a la

cellule de la pénétrer de maniére passive. Si le graphruz 1J LT D LWal ¢ Ut G¥Wang LT kK RY (
des liposomes contenant du cholestérollJt q WWRT WUqRe WWeé WHWJGa RWYAqU
C2URWa U WIRGYY YOGt W VedWaWUqwWrerYUOt qRaeijt WI kK EO £
HcUCOOWEUWI N nqAlWt RWaE ¢ W RNRT RNRAcqRYUWI JWa ¢ Wa
signifie que des pores sont formés au travers de cette derniére, permettant dans tous les cas
GkWnnide+WI Kk RYUt WHSGY! 21 3t oWl 2WHYUq! ¢ RendALWt R LW
présence de cholestérol I3t q Wl Rnnij| JUqWI WAV Ge RWYHAqWUe Wa Yl + W
I K EoukiguementdAll RGO Wt K ¢NRqWT WWaql ¢ Ut GYI qWIGE!l WaWWHAR
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transporteur effectue des allers| JqYe | + WI DWGE | qWUIaqWT k ¢ 2 al 1J3WI 1J WG
transport des ions chlorure; la rigidification de la membrane ralentit voire empéche ce

mouvement.

NYet WaWt WARYAGGY!t jt Whe RWGT ijt JUgqe RIUqUWT 13t Wt RNUC
comme des transporteurs mobiles. En effet, les graphiques de transport avec et sans
cholestérol sont différents, témoignant du fait que la rigidification de la membrane d

GRGYt YaWwe Wle We UWRG Ge #aqUt 21 WiWWgl ¢ Ut GYI qWl kK RY U
des valeurs de Chk sauf pour le composé 2c, a savoir la diiminoguanidine portant des

chaines latérales p-chlorophényles. Pour tous les autres composés, les 5& WT k I nn {2 + W

sont pas atteints a la concentration de 20 mol%.

7RIU0Whe JWHEIE WijgeT 3t WI WWal ¢ Ut GY! quwl «k RYUt WHG T Y
UYt WHRYOGGYt ijt WYUqWacWHEGEHRRaij WI WWal ¢U0t GYI qll W
membrane phospholipidique, les valeurs de CE sont trop élevées pour considérer que

GkecHAqRYUWEUqRG!I YOaRNIijI ¢qR2IWIt qWRUT e RqUWGe | Wa I
t 1 UqéijqRue 3t WHYUU2 Dt WGYel We2YRI WaUWWeHGRYULW
chlorures, comme les urées, les thourées ou les squaramides Figure 2.10.),1%° 4 ont des

valeursde CEbRUMNij | RIJe | It We WNWaGYIGEAWRII We RWUK It qGet
HYOGGYt ijt WEHQRNE W e WGt WHJIGO2GIt WHe UHGIT Wet It U

chlorures pour autant.

CF3 CF3 CF3 CFj FsC o] 0 CF,
0 : =
F.C NJLN CF FiC NJ\N CF N N
3 H H : 3 H H 3 FiC CF;

CEs, = 0,30 mol% CEs, = 0,16 mol% CEq, = 0,01 mol%

Figure 2.10.: Transporteurst | Uq 6 ij qRhe It Wl Kk RYUt WHESGY! 21 13t WH

une activité antiproliférative et valeurs de Ck associées.
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En somme, ces expériences nous ont permis de confirmer que le motif diiminoguanidine est
ARUDUWz0WaGYqRNWe URYUYGOY!I NAWWqWe Kk ROGWUE qWGYH
limité selon les chaines latérales. Néanmoins, le fait que les composés leslps efficaces ne

t YRODUqWet t YRHRIijt WeWecermaOWt RNUOcOGWI WWal ¢U0t GYI qlU
gij ¢ URY GUWI k¢ AqRYUWT Ut W RRAGRUYNa2a¢ URT RUWE Wt ! Uq

de la concentration en ions chlorures intracellulaire.

~ Ve 0 4 ~ 4 Ve

24, Fie®#RI ¢cqRYUWT a2 WaijHc URYt AW K¢ HQRY

2.4.1. Etude du ciblage des mitochondries

OYaaGUW Gt Wijagqel It Wtel WalW ql ¢Ut GYlI qwW T «k RYUt W
diiminoguanidines synthétisées ne sont pas de bons transporteurs transmembranaires
ITKRYUt WRGOY!I 2l DAaWWqWhe JAWGe ! WHY Ut jj e JUqgaWd el
un débalancement de la concentrationintracellulaire en ions chlorure, nous avons redirigé

OYt Wijgel 3t WenROWT W ij gl RO WaywWwaijH#e URY G W k-
Les diiminoguanidines étant amphiphiles et protonées, elles sont théoriguement de bons

HcUT RI ¢qt WGYel WHRAGWI WdiWt WaGRqYHARSYUT | RIJt OWE U L
générale, les mitochondries ont un potentiel électrochimique créé par la différencale

Hécl Nt WWUO0ql DWak Wt GeBWWRUqWI GUWaGHI ¢UECRI WWWaqlWIa
cationiques, une fois la membrane cellulaire traversée, sont ainsi attirés vers la membrane

interne des mitochondries, ou ils peuvent induire leur action cytotoxique.

nRUW T WW 2ij1 RnRWJI W 0k6! GYqd Lt YW e ldJW Gt W T RRG
GRaYHRSYUT I RUt AWUYet We2YUt WeqRORYjWaGKkRAGENIII R
commercial ciblant les mitochondries et permettant de les imager est le MitoTracker® Deep

Red (MTDR)Kigure 2.11)). Il traverse les membranes cellulaires grace a ses propriétés
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amphiphiles, et cible les mitochondries grace a sa charge positive. Par la suite, il réagit avec

Gt WNI YeGUAGWUqt W6 RYGH W It WGRqYHSEYUT | RIJt We e WU
donnant naissance a une liaison carbonesoufre ce qui permet au colorant de rester fixé

dans les mitochondries et de ne pas étre éliminé lors des différents lavages des cellules

imposeés par les manipulations. Le MTDR peut étre excité a 644 nm, et émet un maximum de

fluorescence a 665 nm.

Figure 2.11. : Structure du MitoTracker® Deep Red (MTDR)

X JW~RN2AWt 3 quwl ywl ijnijl JORIWT k¢ NUDUqWHRAG e Uqd
microscopie confocale par fluorescence, on cherche a étudier la colocalisation de deux

signaux de fluorescence: celui du MTDR et celui du composé dont on étudie le ciblage. Si la
colocalisation est avérée, alors le composé étudié cible les mitochondriesNéanmoins,

pour effectuer de telles expériences, il faut que les composés étudiés émettent des signaux

de fluorescence pouvant étre captés et observés au microscope.

2.4.2. Mise a profit des propriétés de fluorescence des

diiminoguanidines

2cUqWT Kk InnBHEqe I WI KXY WI+FGij 1 RIUHIE WT Kk RG¢ NI RIJ L
Gt W RRAGRUYNa ¢ URT RUWt W ! Uqé6ijqRt §j It Wijge RIDUq WA E «
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JgAlWt RWYe RAWE Whue WaaWWayYUNeadel W k YOT 13t OWx It Wa Y
rassemblées dans leTableau 2.2. Ces valeurs ont été déterminées dans le méthanol a

température ambiante.

Tableau2.2.: xVYUReWel t W« YUT 3t W kWFHRaqc qRYU W q W K ij ¢

synthétisées

Composé 2a 2b 2c 2d 2e 2f 2g 2h 2i 2j 2k 21 2m 2n

Aowitotion(NM) 300 310 310 300 310 320 330 330 330 330 310 320 320 300

Asmisson(MM) 350 350 360 360 350 360 380 380 380 370 370 370 410 360

Toutes les diiminoguanidines2a-2n sontainsiff¢ G¢ HG 1IJt WIT K ij 6 Uaal Dt 1 WG ¢ W
T YOHWGYt t RAGUWT W Waqal JWe WGl YnRaqWRUqaqUWGI YGI R
Tt WY+FGijl RIOADYE WT Kk RGe NI RUIO

2.4.2.1. Imagerie du ciblage des mitochondries et cinétique

Nous avons vouluy dans un premier temps,déterminer a partir de quelle durée de traitement

nous étions capables de détecter nos diiminoguanidines dans les mitochondries. Pour ce

faire, nous avons effectué une premiere expérience de traitement pendant 2h avec les
diiminoguanidines 2f, 2g et 2h. Trente minutes¢ 2 ¢ Uq WG ¢ Wn RUWT IJWaG Kk 3+ Gij | R

Deep Red fut ajouté, puis les images de microscopie furent acquise&igure 2.12)).
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MTDR +
Composé

Figure 2.12. : Images de microscopie confocale zoom x63 de cellules cancéreuses

MTDR Composé

KP4 traitées pendant 2h avec les diiminoguanidine®f-2h, colocalisation avec le
MitoTracker® DeepRedt fixation (2f rr= 0,90 ;2gr-= 0,86 ;2h r-= 0,89).Echelle 0,3 cm
=20 pm.

Comme observable sur les images de microscopie, les trois diiminoguanidine2f, 2g et 2h

atteignent déja les mitochondries en 2h. De plus, la colocalisation avec le MitoTracker®

Deep Red est optimale, comme en attestent les coefficients de Pearsonf @ Lltdé ¢ DR q W

coefficients de corrélation entre plusieurs séries de données. Plus le coefficient de Pearson

Jt qUWG! YHS Wl DWNAWGGat Wat wi YOUi Ut weHYI L Ldaul YOq
par imagerie, des coefficients de Pearson supérieursa 0,85 sont considérés comme

caaqlt qc¢UqW T kaUWW AYOYHECORY ¢ qRY Gighifiéns apied tedi 1J 1O F
diiminoguanidines sont uniquement dans les mitochondries et pas dans une autre partie du

contenu intracellulaire.
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Nous avons voulupoursuivre @ K 13+ Gij | RIJUHWIWI ¢2¢Uqe NWROWI RGRUe
traitement des cellules. Pour cette expérience, nous avons traité les cellules cancéreuses
pancréatiques KP4 pendant 30 minutes, soit le temps nécessaire au MitoTracker® Deep Red

pour fournir un sgnal optimal, avec toutes les diiminoguanidines2a-2n. Les résultats

obtenus sont montrés a laFigure 2.13.

MTDR + MTDR +
MTDR Composé Composé MTDR Composé Composé

2a 2h

2b 2i

2c 2j

2d

]
=~

2e 21

N
=

]
=1

2g

-. I
N
3

Figure 2.13. : Images de microscopie confocale zoom x63 de cellules cancéreuses
KP4 traitées pendant 30min avec les diiminoguanidingsolocalisation avec le
MitoTracker® DeepRedt fixation (2arr= 0,92 ;2brr,= 0,97 ;2c r,= 0,94;2d r, = 0,92;2e
re=0,95;2fre = 0,89;2gr,= 0,89;2h ro = 0,94;2i rp, = 0,93;2j re = 0,93;2k r, = 0,92;2I rp =
0,92:2m rp= 0,96;2n rp = 0,90).Echelle: 0,2 cm = 20 pM.



Ainsi, toutes les diiminoguanidines que nous avons synthétisées se retrouvent dans les
mitochondries aprés les trente premieres minutes de traitementNous pouvons constater

gue nos composes ne sont pas dans une autre organelle, ou ailleurs dans le contenu

RUOql ¢cARUGG2GCRI DAWNI eARJWe WGcWHYGYHRCOGRE cqRYULWC¢ 2
tPwaYOWaOceheDadWWaWel Waij #e URE G 1JdEsl miitockomdRes (et + 1J1 ¢ R
Gk RUIT eAqRYOWI DWaqVY+*+RARGqij Wece Wt WRUWI YWHIt W 31 URL
Aprés avoir observé que les diiminoguanidines synthétisées atteignaient les mitochondries

durant les trente premiéres minutes de traitement, nous nous sommes demandé si les

composés étaient éliminés rapidement par les cellules, ou si au contraire ils étais

Hec GeHG I W k! W Ut qll WSRUUT ¢UqGhet RJel t W6éWel It 4
répondre a ce questionnement, nous avons effectué une expérience de microscopie

similaire, en utilisant le MTDR comme contrdle, mais avons traité cette foisi les cellules

pendant 24h. Les résultats de cette expérience sormnontrés a laFigure 2.14.
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MTDR + MTDR +
MTDR Composé Composé MTDR Composé Composé

Figure 2.14. : Images de microscopie confocale zoom x63 de cellules cancéreuses

2b

KP4 traitées pendant 24h avec les diiminoguanidingsolocalisation avec le
MitoTracker® DeepRedt fixation (2arr=0,91;2bre=0,%; 2c rp,=095; 2d r, = 089; 2e
re=087; 2fr,.=0,89;2gr,= 090; 2hrp = 0,90; 2i r,=088; 2j rr = 089; 2k r,=0389; 2| rp =

0,87;2mre= 0,%; 2nrp= 0,90).Echelle: 0,2 cm = 20 um.

RUt RAWG K W+ Gijl RJUHWDWIT WG RHI Yt HYGRUWE Gl Lt W=Né6 U
diiminoguanidines sont encore présentes dans les mitochondries. En somme, bien que le
HRAHGceNDUW Wt WGRqYHESYUT I Rt Wt YRqUW ¢ GRbrgéglHA K ¢ Hq R

effet, le fait que les composés soient encore dans les mitochondries au bout de 24h signifie
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tue JWa¢cWHPYGO2G D WUK ¢ WGet Wijqij UHE GEHGWIWI kijdRAGRUN
peuvent encore y induire de la toxicité, menant a terme a la mort cellulaire. Cela valide les
faibles valeurs de Ci, que nous avions déterminées; comme les composés ciblent
rapidement les mitochondries et de maniére prolongée, une faible concentration est

nécessaire pour induire la mort cellulaire.

2.5. Action sur la chaine respiratoire mitochondriale

Aprés avoir déterminé que la cible de nos diiminoguanidines était la mitochondrie, et que le
HRAGeNUWI DWHEHPYqaqdWl 31 URLT WW k InnWHge ¢ Rl JWa ¢ C
Gl ijHRt Ul WT ¢2¢UqeNUWak cHRqRYUW I+ 1! Hij ébeidecldd t JRU LU
| Jt GRI ¢ qRYUW HWYGO2GCERI VW WqWT WWdeW Gl YI eAqRYUL
mitochondriale (OXPHOS), notre hypothése principale fut que les composés induisent la

GYIl quWaGdGedc R JWIUWENREt ¢cUOqUt 21 Wake OWIT It WHYOG
XYl t velWacewrméee RUDWI Wt GRI ¢qYRI WWARgqYHEYUT | Re G 1
ql ¢cRaqUANUqUWecUqRHCUHRI I De+ WG W+ DaGHGUALWG ¢ WHIIG T
glycolyse pour survivien ¢ Ra W HY U Uz Wt 13¥rent 14003 Ue O e W N#OW x k 2 U W
Tijgqull RUVI Wt RWik YOWHRHGOWWG e WH6¢ RUWDWI 3t GRI ¢ qYRI
les cellules dont la chaine respiratoire mitochondrialeest perturbée ne pourront plus se

réorienter vers la glycolyse pour subvenir & leurs besoins U IJ | Nij qRue 3t W qa Yel |
inhibiteurs connus de la glycolyse est le Alésoxyglucose (2-DGYOLWf G Wt Kk ¢ DRaWT k 2 U
glucose dont la position 2 ne porte pas de groupe hydroxyl€ifure 2.15.). Cette absence de
groupement hydroxyle induit une noamétabolisation du 2-désoxyglucose par la glycolyse,

inhibant le processus.
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Figure 2.15. : Structure du 2désoxyglucose

Nous avons ainsi effectué une expérience de traitement combiné de nos diiminoguanidines
avec le 2désoxyglucose, afin de déterminer si la croissance cellulaire était affectée. Nous
avons effectué un traitement & 0,5 Gb de diiminoguanidines avec et sans Zlésoxyglucose

a 1mM. Les résultats sont présentéslans la Figure 2.16.
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Figure 2.16. : Influence du 2-désoxyglucose (2DG) sur la croissance cellulaire lors du

traitement combiné avec les diiminoguanidines2a-2n

Ainsi, nous avons pu constater que la croissance cellulaire a été impactée pour tous les
traitements avec les diiminoguanidines 2a-2n combinés au 2désoxyglucose. Cela

témoigne du fait que lesdites diiminoguanidines2a-2n agissent bien sur la chaine
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respiratoire mitochondriale. Particulierement, les composés 2i et 2j, respectivement les
diiminoguanidines portant les chaines latérales thiophenes et imidazoles, sont ceux dont la

croissance cellulaire a été le plus affectée.

2.6. Conclusion

En somme, nous avons synthétisé une série de diiminoguanidines amphiphiles portant des

chaines latérales aromatiques, polycycliques aromatiques et hétérocycliques. Nous avons
j2cleijllik cAqR2Rqij W ¢UqRGI YGRNijI ¢qR2IW T W &I+ W
pancréatiques, et déterminé leur sélectivité par rapport a deux lignées de cellules saines. La

plupart des composés se sont avérés étre associés a des valeurs desghférieures a 100uM.

Deux composés furent particulierement efficaces avec des valeurs deCls, dans le
nanomolaire : 2j, portant des chaines latérales imidazoles, et2|l portant des chaines

latérales pyroles. De plus, ces composés sont associés a des indices de sélectivité trés

prometteurs et suffisants pour envisager de les tester a termi viva

X Kijael JWT PYWG ¢ Hd #dgR Rayidud Yad te HaRIGII G Rt WI kij q¢ HT R
indole, les chaines latérales hétérocycligues conférent une meilleure activité
antiproliférative que les chaines aromatiques ou polycycliques aromatiques. De mani&r

générale, les composés trop lipophiles, dont leclogP est supérieur a 4, sont les moins
UnnRHECHIIt OWf 0 WUt qWT YORWRAGGY!I q¢ UquWT WG J3OT 1 3wl
obtenir un passage optimal des membranes cellulaires, et une activité antiprdiérative

maximale.

x JWaij #¢ URY G IUWT k ¢ #qRY 2842n1a BréldluBideé igRdd ¥ 12 anicrosBopik U 13+ LW
par fluorescence. Les diiminoguanidines ciblent les mitochondries avec une cinétique

| ¢GRT WAWGeae Rt vek OOt W! Wt YOqW2Rt RAGIIY WT Lt Wal 1J
toujours présents au sein des mitochondries¢ 2 WHY 2 qWT WW=Né6 AWl qij G YRNU¢
Gl YaYUDRij UWIqWl Wik RUHE GE HRaqij WI WG ¢ WHIJG T2 0 1JWe W
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le 2-désoxyglucose ont permis de mette en lumiere le ciblage de la chaine respiratoire
mitochondriale. x ¢ WT ij qJ1 G RU¢c qRYUWI DWGk ¢ HqRYUWGI ij #Rt 1J Wt
chaine respiratoire mitochondriale permettrait de comprendre davantage le mécanisme

T keArqRYOW! WDt WOYe 20010t W RRARUYNec¢cURT RUY 1O
Toutes les expériences ont permis de mettre en lumiere que le composg est le plus

prometteur. En effet, il est associé a la valeur de &lla plus faible sur les lignées
pancréatiques cancéreuses, mais il est également le composé le plus sélectif et le moins

toxique envers les cellules saines. Son action sur la chaine respiratoire mitochondriale est

plus importante que celle des autres diimnoguanidines synthétisées. Ainsi, le compos&j
GUeqWKagl WWJIU2RYt ¢Nij WEYGGWWe UWe Nuddimvidiapermeirsic U Hij | 13
T Kijg¢c AORI WIWWGI YnRGWI YWaij q¢ AHYORY ¢ qRYU W q WT 13 Wa
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Chapitre 31 HaqR2Rqij W¢ UqRACUHII Jet LW
COG6RGEROG WaqWijagel W KYWddel |

3.1. Introduction

3.1.1. Préface

Les études sur les diiminoguanidines amphiphiles du Chapitre 2 nous ont permis de mettre
en lumiere que ces composés sont associés a une activité antiproliférative élevée, induite
par un ciblage rapide des mitochondries. Leur structure amphiphile leur peret de traverser
les membranes cellulaires de maniére passive, et le motif diiminoguanidine protoné aide a
cibler les mitochondries, agissant sur la chaine respiratoire mitochondriale. Néanmoins,
nous avons également constaté que la plupart ces molécules syétriques ne présentaient

pas une grande sélectivité envers les cellules cancéreuses par rapport aux cellules saines.

¢ Ut WRIWUYe2W¢ceWR6CGRql DAaWUYet WOYet W YGG Ut WRU
GeWavYaijrRaGUAWIqWT YWi ¢ WG ijt 3OAJWI e Wad YaqRnWNe ¢ UR
¢c2YUt WeRUt RW ! Uqdij qRt ij We 013WOY 2 2 esadddihiprurdy 1IJ WT Kk R
portant des chaines latérales aromatiques, polycycliques aromatiques et

hétéroaromatiques, identiques a celles du Chapitre 2. Ces nouvelles molécules, plus

6! TI YGEROWY WheWWdaWel t weUecayYNealdt Wt ! Gij oitsRhue 13t 4
6! T 1 YNDLUWDWI eWne RaWl 2WadYgqRnWNe ¢ URT RUWDWGRAL 1J0W
HRAGWWeE e Wt JRUWT Wt WaRqYHSYUT I RIJt Wt Kk UnnlAqe WG

iminoguanidines pourront davantage interagir, par conséquent étre pluactives.



3.1.2.Les iminoguanidines comme agents antiprolifératifs

Al DG Wl e WG RaqYNe ¢cAYUUWGH ijt WOqij W ¢ Ut Wak RUq!l YT 2 F
guanylhydrazone, est retrouvé dans plusieurs composés qui se sont averés étre associés a

une activité antiproliférative sur différentes cellules cancéreusesfigure 3.1.).

X JWNI Ye GUWI 2 WAL oW | ¢ UT ¢ Wt k Wt qWRUGqij I 134+ §j We Wa ¢ u
cUqRAcCURII Det YW T KRGRUYNeac¢cURT ROVt W GYIl qeUql T |
substituées.'® Les auteurs se sont concentrés sur trois lignées cancéreusesHCT-8 (cancer

du cblon), MDAMB-435 (mélanome) et SF295 (glioblastome). Deux composés tres

efficaces furent associés adesvaleursde @R UNij | R1IJa2 | 13+ W& WUINMLI&A ~ 6 WR T W K
portant respectivement des chaines latérales 3,5di-tert-butyl-4-hydroxyphényle et 3,4
dichlorophényle. En revanche, seul le composé chloré présentait une sélectivité pour les

cellules cancéreuses.

X JWNI YeGUWT aWAI oWl é¢ct AYURDGOYY W kIt ql hve ¢ Ug L ¢
RORUYNa ¢ URT RUNt WGY!I q¢ UqWT 13t WT il R2ij+ Wl WWaqij ql ¢ 6
anticancéreuses sur des cellules de leucémie aigiie myéloidé* QU WHY G GY 1t ij Wt &k 13t ql
particulierement efficace contre les lignées cellulaires K562 et PBMC/CML, connues pour

étre habituellement résistantes aux agents anticancéreux.

A) B)

HO cl | \f(
NH .HCI NH .HCI NH
N\ J\ N\ J\
= NH, cl Z N7 NH,
F F

Figure 3.1. : Structures des iminoguanidines répertoriées comme ayant une action

ZT

NH;

antiproliférative sur certaines lignées cancéreuses(A) Iminoguanidines de Franca et

al.'%s (B) Iminoguanidine de Vasconcellos et at®®
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~¢cON!I jWIPWWGYqUWUqRUIG W 2Wi YaqRNWRERUYN2¢ URT RUIA W
RGORUYNea ¢ URT R U lauplravantisijr aiés ledjules opijcEreuses du pancréas. Le
96¢ GRql JWOWGW! GWaqaql ¢WeRUt RWI K¢ GGY!l ql W 13t WRUNY

pour une utilisation dans le traitement de ce cancer.

32. HqR2RqiWecUqRHCUHRI I et YW «k RGERUYDN

3.2.1.Synthese

Lest IJ0+ WI ihlbog9adidllestrésultent de la condensation entrde sel de HCI dela N-
aminoguanidine Jaq Wad Wt Wealijé6! T 13t WI Kk RUQijI KqrOW? JWde WaKG
diiminoguanidines, les molécules portant des chaines latérales hétéroaromatiques ont été
synthétisées a température ambiante du fait de la norobtention des iminoguanidines

désirées lorsque chauffage.
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Chaines latérales hétérocycliques
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NN N
NH, N N™ TNH;
3i 3j 3k
NH .HCI N
N._ N N N
H = H NH; ” ~z ” NH, X = \HJ\NHZ
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Figure 3.2. : Schéma de synthése et structures des diiminoguanidinega-3n
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3.2.2. Evaluation des propriétés antiprolifératives des diiminoguanidines

amphiphiles, sélectivité et relation structure -activité

3.2.2.1. Activité antiproliférative et sélectivité

De la méme maniére que dans le Chapitre 2, les propriétés antiprolifératives des
iminoguanidines 3a-3n ont été évaluées sur les deux lignées cancéreuses pancréatiques
KP4 et PANCL1. Par la suite, les composés ont également été testés sur les deux lignées de
cellules saines IMR90 ehTERTHPNE afin de déterminer leurs valeurs de Gget les indices

de sélectivité en découlant. Les résultats de ces essais biologiques sont regroupés au

Tableau 3.1.
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Les résultats obtenus sur les deux lignées cancéreuses KP4 et PANC1 témoignent du fait
que la plupart des composés synthétisés dansce Chapitre ne sont pas associés a des
activités antiprolifératives intéressantes. En effet, a part les composésc-3h, toutes les

iminoguanidines sont associées a des valeurs de Glsupérieures a 100 puM.

Les composés les plus efficaces sont [eg, portant une chaine latérale phénanthréne, et le
3h, portant une chaine latérale pyréne. Ces deux composés sont associés respectivement

a des valeurs de Ghde 3,1 uM et 4,2 uM sur les KP4, et 8,1 uM et 3,6 M sur les PANCL1. Les
autres composés, soient les3d-3f, sont quant a eux associées a des valeurs de &laux

alentours de 10 pM.

ERWGK YOW k RUqij | 1Jbet durlindiees deZdettivit, il apiibralf gueé fur toute

Gelwt ijl RUW k RERUYNac¢cURT ROt W ' Uqéij qRE ij 13t Allc 2 FHe
Méme les composés 3i-3n qui sont associés a des valeurs de G trés élevées, sont

également toxiques sur les cellules saines. Certains composés présentent méme des

RUT RHIY WT Wt ijaWAEqR2Rqij WRUNIj I RUYel t WeWNAWqgijGdYRN
HOGGea a1t W ¢ ROV Whue k 302 131+ Wosds higehiéticemmentpis ¢ U R ij | |

envisageables comme de potentiels agents anticancéreux.

Les composés 3g et 3h, soient les plus toxiques envers les cellules cancéreuses, sont
également trés toxiques envers les cellules saines. En effet, le meilleur indice de sélectivité
obtenu pour ces deux composés est de 2,6 pour I18g. Cette valeur est toujours trop faible

GYal WJU2Rt ¢NIJI W VDWGY e | inev@palldaslUie.x ij 2130qe 130013t Wi q

Le composé associé aux meilleurs indices de sélectivité dans cette série est B, soit celui

portant la chaine latérale p-chlorophényle. En effet, les indices de sélectivité pour les KP4

par rapport aux deux lignées de cellules saines sont de 4, et ceux pour les PANC1 sont de 2.

Bien que ces indices de sélectivité soient les plus élevés pour la série des iminoguanidines
3a-3nAWRGH WOWW YUqUWGet WOYUWGHet Wt ennRt ¢Uqt WGYel UL

in vivoavec le3c.
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3.2.2.2. Relation structure -activité

Comme pour le Chapitre 2, nous nous sommes intéressés a étudier la relation structure
CHQR2Rqij WGYel Wi ¢ Wi3a3n.R&dlleg dhainelatémes hdtBrocikliblies LU
conféraient les meilleures activités antiprolifératives dans le cas des diiminoguanidines,

Gk ROU21JI1 + DWGWe qWKal WWYAL 131 2§ WTI ¢ Ut Wa WWHEE3NWT It WR
sont les moins efficaces. Al contraire, laou les chaines latérales polycycliques aromatiques
UUWGU!l Glgqagc RUIUqUWGet WI & SufispmdreRtl fdibledidansl & cds ldes| + WT 17|
diiminoguanidines, elles permettent, dans le cas des iminoguanidine8f-3hA WT k ¢ qaq JRUT | 1J

valeurs de Ciydans le bas micromolaire.

Wak RUt q¢ | W 2 W9 6 ¢3a® 8pl pdrtHE respéictivenBift ¥né chiiheijatérdle
phényle oup-nie YI YGGijU! aAWYUqWaUWHYAIGY! qUalU0qW! Ja
HEcUNDWWIKcqYaWWl JWnide VYl WGYel WeUWeqYaUWI JWHST Y
Tt WI RRARUYNe2c¢URT RUDY AWk eqYGWWT YWHSOGY! 13WII0 LW
valeurde la Ckot 2 | WG I3t Wu Anow? ¢ Ut Wa JWaet Wi 3t WRaRUYNec¢U
chlore permet de diviser par un facteur 10 la valeur de &lsur les KP4. Cette influence est
certainement liée & la lipophilie globale de la molécule, qui varie selon les substituants.
Nous avons ainsi corrélé les valeurs de lsur les KP4 avec les valeurs delogP a laFigure
3.3.
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Cette étude nous permet de constater que le logP a bien unRUn 2 JURDW! 21 WG K
antiproliférative des iminoguanidines. En effet, si les molécules sont associées a un logP

compris entre 0,86 et 2,77, alors les valeurs de @lsont dans le bas micromolaire. A
GKRU21+ AWt RWG WY WavYadijAR2GUE W YUqWet t+ YHRI It We W
valeurs de Ci, sont supérieures a 100 pM. Cela signifie que ces molécules sont trop

6! 11 YG6ERUORIWI WGYel Wal ¢231+ I WdcWaBaHI ¢cOWHRDGO e
concentration importante est nécessaire pe | WWRUT 2 RI DWWk ¢ HqR2Rqij We UqR
constat avait été fait pour les molécules trop lipophiles dans le Chapitre 2. En somme,
GKCOGORGGERIORIWIW T It W aYaijHaGIt WUt gqweazUWneHgqllel L
antiprolifératifs efficaces.

Le motif guanidine libre, qui differe entre les diiminoguanidinega-2n et les iminoguanidines

Ba-3nA WU W WGHG VWKl WWRGEGEH Rz ij Whe JWI ¢ Ut WikelG6RG
| Jt GYUt ¢cHGIWI ke OWWeHgqRYUWGE! qRA2 ORLET WG WUqWI RN
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33. Fagel WWI e WdijHc¢URY G IWI k¢ HqRYU

3.3.1.Ciblage des mitochondries

Yet We2RYULt WEYUt qcqijaWay! + Wl YWk ijagel W 21 Wa 3t
GYdijHez Gt Wijgqc RIUqWHEGEHIGIt WT DWHRAG V! W Wt WadRq®
GUUT ¢Uqi¢ce Wi YRUY W=MN6 W9 G ¢ Waij Y R NibhiaeR gtiddng 2 U 1J LR |
ITkaO0WWecHqRYUWG!I YGYUNIij DAWI#Ga Re ¢ Uqld It Wne¢ RAG I

Yet We2RYUt wWeYUt RT 1 jWeUOWij200qe J0WHRAG e DIIWT 134
molécules, mais également de leur charge cationique. Pour rappel, les mitochondries
posseédent un potentiel membranaire électrochimique qui permet un ciblage par les
composés chargés positivement. Ainsi, nous avons considéré que ces nouvelles
iminoguanidines respectaient pour certaines les deux conditions du ciblage des
mitochondriesa Wi kK ¢ 0 G RGO RGRIWWIqWac¢ WHEe ! NIIWHE qRYURNe I
Nous avons donc utilisé les propriétés de fluorescence des composeés3f-3h, portant
respectivement les chaines latérales polycycliques aromatiques naphtaléne, phénanthrene
DaqWG! I LUP¥AWenRUOWI k UnnldAEagqe I W It WI+Gij | RIWOHIIL Wi
premier temps, nous avons voulu savoir si ces molécules étaient capdés, comme leurs
analogues diiminoguanidines, de cibler les mitochondries dans les 30 premiéres minutes de
traitement. Une expérience de colocalisation avec le MitoTracker Deep Red®danc été

effectuée. Les résultats sont regroupés a l&igure 3.4.
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MTDR +
Composé

MTDR Composé

Figure 3.4. : Images de microscopie confocale zoom x63 de cellules cancéreuses KP4
traitées pendant 30 min avec les iminoguanidine8f-3h, colocalisation avec le
MitoTracker® DeepResdt fixation (3f r-= 0,90 ;3gre= 0,88 ; 3h r-= 0,89).Echelle: 0,3 cm
=20 pm.

Il est possible de constater que les trois iminoguanidines3f-3h sont toutes dans les

mitochondries aprés 30 minutes de traitement. La colocalisation avec le MTDR est optimale,
comme en témoignent les coefficients de Pearson tous supérieurs a 0,85. De la méme
maniere que leurs analogues diiminoguanidines, les iminoguadines ciblent les

mitochondries trés rapidement. Nous avons donc souhaité savoir si elles étaient également
encore présentes au sein des mitochondries apres 24h. Ainsi, nous avons effectué un
traitement pendant 24h et imagé les cellules par la suite. Les résultats sont regroupés a la

Figure 3.5.

90



MTDR Composé MTDR +

Figure 3.5. : Images de microscopie confocale zoom x63 de cellules cancéreuses KP4
traitées pendant 24h avec les iminoguanidinegf-3h, colocalisation avec le
MitoTracker® DeepReét fixation (3f r-= 087 ; 3grr= 0,89 ; 3gre= 0,89).Echelle: 0,3 cm
=20 pm.

Ainsi, il est possible de constater que les trois iminoguanidines testées sont toujours
présentes dans les mitochondries aprés 24h de traitement. Le méme comportement était
également observé sur les diiminoguanidines. En somme, ces molécules ciblent les
miqYHS YUT | RIJt WI ¢GRT VWG NUqAWNqWt YOqWHECGEHG It WT Kk |

expliquant les faibles concentrations nécessaires pour obtenir une activité antiproliférative.
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3.3.2.Action sur la chaine respiratoire mitochondriale

Considérant que nos iminoguanidines ciblent les mitochondries, comme leurs analogues

I RRGRUYNzc¢URT ROVt AwWUOYet WUOYet Wt YGGIJt Wl 3ae UT ij wt
agissaient également sur la chaine respiratoire mitochondriale. Ainsi, nous avaeneffectué

Gk D+FGij | RJOUHDWT YW ql ¢ Ralld 1JWéptxydllchses bibtdutdeRad Y U L ¢ 2
glycolyse, comme dans le Chapitre 2. Nous avons testé les composé3c-3hA Ll Ge Rt tue kK R
F KECNDREY CRaLWT It WHYGGY ijt WG It WG 2t elddpénercetsom 13+ W 1JL

présentés a laFigure 3.6.

1.5
o mm 0,5 Cls
g [ | 0,5 C|50+ 1mM 2-DG
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@
3]
c
©
@ 0.5
o
o
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Figure 3.6. : Influence du 2-désoxyglucose (2DG) sur la croissance cellulaire lors du

traitement combiné avec les diiminoguanidines3c-3h

Nous pouvons ainsi constater que pour les cing composés considérés dans cette
expérience, le traitement en combinaison avec le Zlésoxyglucose a une influence sur la

croissance cellulaire. En effet, la croissancecellulaire IJt q T Kk ¢ e q¢ Uq GOzt WRUG
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présence de 2désoxyglucose. Cela signifie que les iminoguanidine8c-3h agissent sur la

chaine respiratoire mitochondriale. Les cellules, lorsque traitées uniquement avec les
RORUYNa ¢ URT RUNYt AWt YUqWHE GEHT I W 1w 3T RI RNDIJI W |
glycolyse. En revanche, lorsque la glycolyse est inhibée pde 2-désoxyglucose, elles ne

G220 UqWGhet We qRIRY I WHDqaqUW2 YRIWI YW IEYe2 1 + Wi

croissance est inhibée.

3.4. Conclusion

2¢ Ut WHDW9G6¢GRql WoAWUYet WwWe2YUt wt ! Uqéij qRY ij We U1
latérales aromatiques, polycycliques aromatiques et hétéroaromatiques, identiques a

celles du Chapitre 2. Ces nouveaux composés3a-3n, ont été testés sur des cellules

Hec UH I et Ut WGe UHI jj¢cqRue Ut We nRUWT kij2c¢ctedl Wildel
Glheat AWHDt WHYAGGY!t it WYUqWijNeaWlaGUuUaqllij qij Waldt qij + W
sélectivité envers les cellules cancéreugs. Le but global de cette étudettait de découvrir si

GCWGI it WURIWI eWaYgqRnWNe ¢ URT RUDWGRAI JWijgq¢c RalWR
iminoguanidines.

Parmi les composés de la série3a-3n, seuls les composés 3c-3h se sont avérés étre

associés a des valeurs de Gjintéressantes dans le bas micromolaire. Les autres composés

furent tous associés a des valeurs de GJsupérieures a 100 puM. Bien que les composé3c-

3h fussent efficaces, ils furent également associés a une cytotoxicité tres élevée et, par
conséquent, a des indices de sélectivité trop faibles voire nuls, ne permettant pas

T kIDUO2Rt ¢RI Wl keqRORY DI WHIY WAYAGGY! it WHY GG IWeE NI
x W YTW GNPt W HSCRUDY W Geaijl ¢calt W 6ijaijl YAR! AG Rz IJ
antiproliférative a faible concentration et une bonne sélectivité pour la série des
diiminoguanidinesA W 3G 4 3t W Uk YOqW Get W GUI GRt W T kYHAqUURI

iminoguanidines. Au contraire, la ou les chaines polycycliques aromatiques induisait une
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G§RGYGSRIORWUWa! YGWijaW2ijIWHESEIWALWG Wt W RRaAGRUYNea¢URI
¢UqRGI YOGRNijI ¢cqR2UVWYGqRGOGcTNAWHDY WHE ¢ RUDY Wac qij !
de Cko pour la série des iminoguanidines.

AYel WaWt WTI We Wt ijl R AWGIWEYNAAWY YRqWOKkedG6RG
Gel cOLal DWe! ¢cUqUWGUWGGet WI Kk RUnGea WUHDWE 21 WGK CE Ha
selon leurs chaines latérales, peuvent étre trop lipophiles, par conséquet non-efficaces.

De la méme maniere, les iminoguanidines peuvent étre trop hydrophiles, puisque ne portant

tuek 2 UMW We 0 WWHESE ¢ RUII WG ceffigaces ghlemai@ e | WHY Ut ij e 130 q W
x JWaijAcUR AW keHqRYUWeUqRGI YORNijI ¢qR21IJWE 21 W
pour les iminoguanidines que pour les diiminoguanidines. Elles ciblent les mitochondries de

maniere rapide et prolongée, et exercent une action sur la chaine respirate
mitochondriale.

X JWaG YqRnWNe ¢ URT RUWWIRAI WOWW WGAHGUWWe RUY RWGe t W
mais plutot sur la cytotoxicité envers les cellules saines. En effet, les iminoguanidines du

Chapitre 3 sont plus cytotoxiques que leurs analogues diiminoguanides du Chapitre 2. Il

est possible que, dans le cas des iminoguanidines, le motif guanidine libre soit en mesure

I Kijg¢cAORI WGaet W JWEeYUqt Wa!' T 1 YRLOWWI ¢ 0t wt YOWWU

unique et spécifique, causant par conséquent une actiortoxique sur les cellules saines.
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Chapitre 4TF G ¢l DRt + WG W UqWI YWakijaell
biologiques des iminoguanidines et diiminoguanidines

activité antibactérienne et relation structure -activité

4.1. Introduction

4.1.1.Les infections bactériennes

En plus des cancers, les infections bactériennes représentent ldeuxiemefléau biologique
auquel les sociétés actuelles ont a faire face. En effet, il est estimé que plus de 7,7 millions
de morts par an sont imputées aux infections bactériennes, soit une mort sur 87168 Bien
que les antibiotiques soient connus et utilisés depuis plusieurs décennies maintenant, leur
acces est inégal sur le globe, entrainant daombreux décéspar manque de traitement dans
les pays en voie de développement. Aussi, les infections en milieu hospitalier, appelées

infections nosocomiales, participent a cette mortalité importante.*®®

De plus, de maniere générale, les bactéries développent une résistance croissante aux
antibiotiques, rendant obsolétes les antibiotiques usuels!’®1” De ce fait, les pathologies

liées aux infections bactériennes sont de plus en plus difficiles a traiter. Plus de 1,1 millions

de morts par infections bactériennes étaient attribuées a la résistance bactérienne en

202117 Cette résistance aux antibiotiques est liée a plusieurs facteurd®NY e qWUT Kk ¢ HYI T 4
prescription des mémes antibiotiques depuis de nombreuses années a permis aux bactéries
TPIWlij200YGGIII WI 3+ WaijHCURY G W ywl ij+t Rt q¢e¢ URIIWE N
HYUt YaGOG¢cqRYUWRU2YaYUq¢RI DWT k¢ UqRARYqRIue Bt WGE |
résisq ¢ URIJIOWEUW N ngqAaWyYUWagql Ye2JWT it YI G¢eRE WT 13 W
jNcaGUUqWT ¢ Ut LG gatdichiremeYit(Hans les) €hax usées’ 18 A force
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T KKagl JWRWOWHYUqerqWGW!I 6¢U0lU0qwe207#WGNY WeUqRARY

toujours plus pathogéniques et multirésistantes.

fOoWPt qwl YURWT ke qRORqij WGe HAG R DWT WWal Y2213 WI ¢
HRAHGc UqWa Ut WHE AHaqij | RIJY AWT Wi ¢ URLIT JWe wWHRYUq!l 1 WH

millions de morts chaque année.

4.1.2. Les différents types de bactéries

Il existe deux types de bactériesKigure 4.1.), différant par leur membrane: les bactéries
Gram (+) et les bactéries Gram-).1®182 Les bactéries Gram (+) possédent une unique
JaGHI ¢cUNDWGHct GRe Wt ijGel ¢UqWak W+qijl RJe |l WT WG ¢
DAY22101 qUWl ke UDWij GERt+ DWHRY2HSGIJWI WWGUGqRI YRG!
GUGHI ¢cUNWUqWGI Y qldawidtricellalsre Het [dlbactétibH Y $arface des
HeHaqil ROt W]l ¢chWber WHYUqRUUqWijNecaWaGWUqWT DWak ¢ F

Co

derniere et lui conférant une charge négative. Les bactéries Gram) (Qquant a elles, sont
composées de deux membranes distinctes : une membrane interne séparant le cytosol du
reste de la bactérie, et une membrane externe a la surface de laguelle sont présents des
lipopolysaccharides, participant a la défense contre les agents toxiques pour la bactérie.
Entre les deuxmembranes se trouve une couche de peptidoglycane, plus mince que chez
les bactéries Gram (+). La double membrane des bactéries Grarp) @gissant comme une
double défense contre les antibiotiques, les infections bactériennes par des bactéries Gram

(-) sontgénéralement plus difficiles a traiter que celles par des bactéries Gram (+).
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Gram (+) | Gram (-)
) |
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Membraneplasm\que{ﬂ 2"‘:‘ 'B [:JH))\‘ H”EF Hy;l r‘gi I 1\‘] H‘\“ EE‘UML‘\U : fl [‘ju‘ “ u“” LLG uﬂm ,_\ H ‘ \PJ_ ‘\ﬂr‘jlﬂi‘ Membrane interne

Figure 4.1. : Structures de membranes des bactéries Gram (+) et Gram)((Figure

réalisée avec Biorender.com)

2¢U0t WoaWHEeT I JWT JWakijagel JWTI JWHRPWI6¢ GRal IWwWnaAwWwC

bactéries Gram (+), ledMIRSAet les VRE et une souche de bactéries Gram-|, lesE.coli.

Les MRSA bl IJW @ K ¢/éthicillin-Rdsidtant Staphylococcus Aureug sont des
staphylocoques dorés résistants a la méticilline, un antibiotigue de la famille des
pénicillines utilisé pour traiter les infections par staphylocoques dorés!® Naturellement

présents sur la peau et dans les voies respiratoires, les staphylocoques dorés peuvent

devenir pathogénes. Les infections patMRSAsont difficiles a traiter car cette souche
Hedaqijl RIOODDWUY qut Ye2WlUqWl ijRUWEGg D AEIHII o & I Wi

peut mener a des pneumonies et des septicémies mortelled®

Les VRE bl 1IJW O Kk ¥addorfiycirRRedlstant Enterococcus sont des entérocoques

résistants a la vancomycine, un antibiotique prescrit pour le traitement des infections

graves® ¢ qel GGG WUqWG! ijt JUqt WT ¢Ut Wik ROUqWt qrRUOWY
entérocoques peuvent eux aussi devenir pathogenes et causer des infections urinaires ou

des septicémies par exemple!®’ Les infections par lesVREsont également difficiles a traiter

du fait de la résistance a plusieurs autres antibiotiques??

Les E.coli (Escherichia coli) sont des bactéries naturellement présentes dans la flore
intestinale, participant notamment au processus de digestion. Bien que normalement

Hij URNUIY AWRI gEcBilpéuvedt fibérer”iés Ifokinbd et induire des infections
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multiples. 1#%1% |_es pathologies les plus communes associées a une infection pdt.coli sont

les infections urinaires, les infections des systemes digestifs et respiratoires, et les

méningites.®29 1Jt WRUNWUHqRYUt Wt YOqUWI k¢ceqcecUqGhet WGI jj2c¢
GRORaQijWEWHIEK WEce WGYqec HINWGYeal WHa2 Rt RUWI AWIGe Rt hue 131
féco-orale.’? jj ¢ UG YRUt AWYUOWq!l Ye2WWijNRecaWaWlUqWT ywOYaAl
Ecolil ¢ Ut WGt WGe! + WGGet WIij200YGGit WHG e JWe UUIj 1
G¢Uhhe 3 U0aqt W6! NRij URKe I3t W ¢ Ut Wik RUT 2t gl RIJWE NI Y«
GUe20UqWKal WWGI Wt #I Rat Wt &Y ULWG I WE.toBddntléllgsR Un 1JH q

aussi de plus en plus résistantes, donc de plus en plus difficiles a traitef?

413.x 13F WT il R2ij+ W «k RORUYNeac¢c URT ROt W ¢ Ut WG

2¢Ut WocecWneGRAGGUWT Wt WT I R2ij+ Wl k R&ERUYNeac¢ URIT RO
Ge GRLI It W Ut WHYAGGYL it WEWIikcHqR2Raij We UqRHE Hqj |
et Gram ¢) (Figure 4.2.).

Le groupe du Pr. Raichurkar a étudié, au début des années 2000, une série

T kRGRUYNzacURT ROUY WGY!I q¢c¢UqWT It WHSE6ERUWDY BTG C qij | ¢
XKcHaqR2RqijWe UqRHAHCHqi | RIOUWDWI DWHIJt WHYAGGYt it We U
efficace contre lesE.coliet lesS.aureus Néanmoins, les auteurs nuancaient cette efficacité
DOWJI+GiRhec¢cUqlhue WG ¢ WGG2 Gel ql 13t WHYGGYH ij + W 1J LW

résistance aux traitements au sein des souches bactériennes étudiées.

X JWNI Ye GUWI 2 WA tOWde JWt kK Wt qiive ¢ Uq e Wide RWRUGqij I |
HYG GWW RUG RAR q lJ-oiydénHsé Idell 1d@ ddcténelJGram - Pseudomonas
aeruginosa!®® associée a des pathologies respiratoires particulierement graves chez les

individus immunodéprimés. Les auteurs ont ainsi pu trouver un composé prometteur ciblant

GUW RagUWeHqRN W WWiecWAHE Haijl RIAW WGI it WO0qeée Uqlue UL

les résistances.
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A) B)

Cl

Figure 4.2. : Structure des iminoguanidines efficaces contre les bactéries Gram (+) et

Gram ¢). (A) Molécule de Raichurkaet al.**4; (B) Molécule de Xuet al.1%

4.1.4. Détermination des valeurs caracteéristiques de CMI90

XKcHqR2RqijWe UgqRHAC AHqij | RIJOUIWIIt @phidehérdtian iWlimimdleR t ij 1J WG
Inhibitrice), qui correspond a la plus petite concentration a laquelle une inhibition de la

HI YRt t ¢cURIUDWAHCE Haqij| RJUUDWJWijNeaWe WeME WIJt qIY AL 131 2
Jt quadlWanodx OWx ¢ W ijqll RUCqRYUWT JWG¢ W9 ~f dMWIT j
plaques 96 puits, décrite ci¢ G| Lt OWx It Wt Ye A6 1Jt WHE AHaqij | RIOUIIE Wi
cUWGRORWa W WWrHzdagqel JWUe ql R q R ncHhatiohs dil Bochpdesl ij + 13 U H
testé, dans le DMSO, pendant 24h. Chaque concentration est testée en triplicata technique
DqWHRYOYNRhe JAWENRUWI k¢t t el UI WaeWwl WGI YT eAqRAR
obtenus. Deux contréles sont effectués par expgence : un contréle négatif ne contenant

que du LB et du DMSO, représentant le 0% de croissance bactérienne, et un contrdle positif

contenant des bactéries et du DMSO, représentant le 100% de croissance bactérienne.

Gl Lt WadWt Ww=zné6wil k RUA2Hc qRYUAWGK cHE YI HeURIJW & WF

croissance bactérienne de chaque puit est déterminé comme suit
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avec Ax = Absorbance a 595 nm du composé a la concentration x
A0 = Absorbance a 595 nm du contréle négatif LB (0% de croissance)

Al = Absorbance a 595 nm du contr6le positif bactéries (100% de croissance)

La CMI90 correspond a la premiere concentration testée a laquelle on observe 90%

I «k RUGRARqRYUWT WG e WHI YR ¢cURIDWAHe Hqij | RIJUUIJOWX ¢
des expériences a été de 100 pg/mL. En effet, un bon antibactérien sera associé &uwMI90

T¢Ut WGUWHeY WanNolGx AWWgqWea UIW9~f &MWHt 2 Gijl RJal WWe

efficace.

A158 AT UHQRNt W DWGKijagel 1

Nous nous sommes intéressés a tester les diiminoguanidines et iminoguanidines des
Chapitres 2 et 3 sur différentes souches de bactéries, afin de déterminer leurs éventuelles
propriétés antibactériennes. En effet, considérant la charge cationiqueld q) LUG kK ¢ O 86 R G 6 R i
Nnos composés, nous envisagions o possible ciblage dela membrane bactérienne qui

permettrait une altération decette derniére,lIJq W YUR WGk RUT e HqRY U WIT WG ¢ W
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4.2. Evaluation des propriétés  antibactériennes  des

diiminoguanidines

Dans un premier temps, nous avons étudié les propriétés antibactériennes des
diiminoguanidines du Chapitre 2. Pour rappel, ces composés cationiques amphiphiles
étaient pour la plupart associés a une activité¢ anticancéreuse efficace a basse
concentration, et nous avions pu observer un ciblage rapide des mitochondries, soit un

passage rapide des membranes celluldi 13t WGYza | Wec dd Wl Wdn nJHEagqe I WGk ¢

4.2.1.Propriétés antibactériennes des diiminoguanidines 2a -2n

Les diiminoguanidines 2a-2n ont ainsi été testés sur les trois souches de bactéries

considérées, et les résultats sont retrouvés dans |§ableau 4.1.
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Tableau 4.1.

: CMI90 des diiminoguanidines2a-2n sur les bactéries Gram (+MRSAet

VRE et sur les bactéries Gram+) E.coli

CMI90 (ug/mL)  CMI90 (ug/mL)

GRAM (+) GRAM (-)
Composé Structure clogP*
MRSA  VRE E.coli
NH .HCI
2a Tl J\N,NVQ >100 90 >100 2,24
H
2b \©\/N\ ﬂf”LQ/ 35 30 >100 2,83
7NN
Cl Cl
2¢ OVN/INCCLV@/ >100  >100 >100 3,29
H H
2d /@ jﬁ“c'\/@ >100  >100 >100 3,57
ANy s
H H
CF; CF;
26 /@\/ JNi.ncw V@ >100 >100 >100 6,40
FiC /N‘N N’N\ CF3
H H
NH HCI
2f N A N >100 >100 >100 4,05
H H
2g O M el O‘ >100  >100 >100 5,83
Se WY
2h O"O R Hel O?O‘ >100  >100 >100 6,76
/N‘N N’N\
H H
NH .HCI
2i &N\N‘ A >100  >100 >100 2,26
H H
N NH .HCI N
2j QJ\&N\N,‘L Ny '/> >100  >100 >100 -0,63
H H H H
= NH .HCI =
2k \N‘ PPN \N‘ >100  >100 >100 0,78
H H
/ ‘ I‘QH.HC\ J \
2l @\&N\N/LENQ/(Q >100  >100 >100 0,62
4 NH HCI N
2m . NN Y >100  >100 >100 2,47
H = N N H
N
(/ NH HCl /m
2n e M v I >100  >100 >100 -0,42
Z N
H H

* Calculé avec Swiss ADME
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Cette expérience a permis de mettre en lumiére la notoxicité des composés sur les
différentes souches de bactéries. En effet, tous les composé2ar2n sont associés a une
CMI90 supérieure a 100 pug/mL sur les bactéries Grarr) €. Coli Pour lesMRSAet les VRE
qui sont quant a elles des souches de bactéries Gram (+), tous les composés étudiés, a
0K 1+ H#HIIGqRY Uhillorat piddéhié % CN19D supérieures a 100 pg/mL.

Globalement, ces résultats nous permettent de discuter du fait que les diiminoguanidines
amphiphiles testées ne sont pas des molécules intéressantes pour une utilisation en tant

tuek ¢NWUqt W ¢cUqRHACHqijI RIOL oWl 9YUq!l ¢RI DGVl ¢ 2 #1
bactéries, tous types de membranes confondus, ne semblent étre perturbées ni par le motif
diiminoguanidine, ni par les cycles aromatiques, polycycligues aromatiques ou
hétéroaromatiques.

XKCUGORGORIRWWI DWdcWaYdijraGOWOWWY DGHGWWGET W
molécules de cette série présentent desclogP compris entre-0,63 et 6,76, et aucune

relation logP T activité antibactérienne ne peut étre mise en lumiereCes molécules sont

capables de traverser rapidement les membranes des cellules mammiféres, comme décrit

au Chapitre Il,mais ne sont associées a aucune action antibactérienne dans cette étuddl

Jt qW ¢ ROt RWGYH Y RAGUWIT kijalgal JWak 6! GY qangst 1IJW hue ¥

bactériennes pour induire la mort des bactéries.

Le composé2b est le seul composé de cette série a étre associé a une valeur de CMI90 de

35 pg/mL sur lesVIRSAet 30 ug/mL sur lesVRE Bien que cette valeur soit tout de méme loin

T KKal WY GqRG ¢ 0 1JAncOnme utlidtir dderR antjbhctéliedldffiddtle, elle nous

informe sur la relation structure¢ #qR2 Rqij OWE VW nnJaq ALt Jepdrdld k ¢ qVY
différe entre les composés2a et 2b, pour autant, une activité antibactérienne moyenne est

constatée. 9 IJWUK 3t qWI YURLWGE t WG latlgdre! tef quitedt cebp¥nsable éerua 13 LW 1J (
K ¢ HqR2 Rqi We U aeRtdigerment]ld cBrbldistnhiedick Rt q Y & W WT W Wnde Y1 K
kK YOWHY G Ge | 1) 2ietPcALLE Vil GNG 1§l & W kK ¢ qYa DWW DWnde YI L
T WG Yl DAWIk cAqR2Rqi Wec UqRACHqIi ! RIOUWD WY quWGII

o=

et}

cet atome de fluor en positionpara.
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En revanche, le composé2e portant lui aussi des atomes de fluor sur les substituants
trifluorométhyles en position métad Lt k ¢ 2 L | 1J W K df ledd BhWRsddéable duét ta H 1J
position des atomes de fluor sur le cycle aromatiquél LWI¢ R Ut R Whie WG 3WOY a A 13 Wi
puissent étre des facteurs influencantti kK ¢ #qR2 Rqij We UqRHAC Hqij | RIJUUIIIOLW

422E1 Uq6 Lt JWT KR YOLI Wt WT WWCGCYt RGRYU W T e

propriétés antibactériennes et relation structure -activité

OYUt RTjl ¢UqW tikecHqR2RqijlWl ¢ UqRHE Hqij RRIB6IU 1AW #Y Ut
diiminoguanidine portant des chaines latérales p-fluorophényles, nous nous sommes

RUOqi | Wttt wWwewdcew! JacqRYUWWUq! DWadecWGYt RgRYUWIT
antibactérienne. EU W N g AW ¢ WGYt RgRYUWIT DWak ¢ qVYalJWD 1JWhn i

des protons et sur le nuage électronique de la molécule.

Ainsi, nous avons synthétisé deux isomeéres de position du composZb a LLIT K R4a¥véed: | 1J LU
GKEaqYaUWT 1IJWn torhyA WIIJoULDGERR tRIGIRV GIEIE o Y O D WT nidtad 2 Y1 WK
(Figure 4.3). Ces deux composés ont été synthétisés dans les mémes conditions que les

autres diiminoguanidines.

@ NHHC.VQ Q NHHC.VQ

4b

Figure 4.3. : Structures des isoméres de positiorda et 4b
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Les propriétés antibactériennes des nouvelles diiminoguanidines4a et 4b ont été
déterminées dans les mémes conditions que pour les diiminoguanidinea-2n, et les

résultats sont regroupés dans leTableau 4.2.

Tableau 4.2. : CMI90 des diiminoguanidines4a, 4b et 2b sur les bactéries Gram (+)MRSA

et VRE et sur les bactéries Gram+) E.coli

CMI9O (ug/mL)  CMI90 (ug/mL)

GRAM (+ GRAM (-
Composé Structure *) ) clogP*

MRSA  VRE E.coli
NH HCI
@MN\NJLN/NVQ 18 10 50 2,85
F R F
4b r /@4 J['v@\ 12 2 20 2,82
H H
F F
NH .HCI
\©\//N\N/|J\ KNVQ/ 35 30 >100 2,83
H

N
H

4a

2b

* Calculé avec Swiss ADME

Au vu des valeurs de CMI90 pour les trois souches bactériennes confondues, il apparait que

le composé4b, soit la diiminoguanidine portant des chaines latéralesn-fluorophényles, est

la diiminoguanidine la plus efficace synthétisée. Particulierement efficace sur les Gram (+),

avec une CMI90 de 2 pg/mL sur le6RER TG W K ¢ DR Wij NRe WG WU0qWT e WHRY G GY
les E. coliavec une CMI90 de 20 pg/mL. Le composta, soit la diiminoguanidine portant des

chaines latérales o-fluorophényles, est quant a lui moins efficace que le4b, mais plus

efficace que le2b sur toutes les souches bactériennes. |l est également plus efficace sur les

Gram (+) que sur les Gram), avec une CMI90 sur le&/REde 10 pg/mL.

En somme, la synthése des composésda et 4bA W Waqll GKijagel JWIT JWaldel
¢cUqRACcCHij ! RJOUWt awWUVYet WGWI GWUqaqlUqWl YW gqecaqeldl W
bel WaWWGEEi U awd+ 11 #1we U WR U nlgspsticghsbitio etmétki K ¢ Haq R ;
sont a favoriser pour avoir une activité antibactérienne modérée sur les trois souches de

He Haijl Rt Wijgel RijIJt OWx ¢ WTI Rnnijl JURWJDWI k¢ HqR2Rqij U
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condensé vers le noyau guanidine dans le cas des positionstho et méta. Néanmoins, |l

b3l ¢cRqWRUGqij I Wt ¢UqWT 3WT ijqll aRUDI Wae WARRAGIJWE 2 LW
réellement une relation structure-activité. En effet, si le composé interagit avec une enzyme
particuliére, il est possible que la position du fluor influencestériquement@ K RUq 31 ¢ HqRY UL
Gk JUA! fotlJggdlieStuage électronique.La position para, en revanche, ne permet

Tk YAqUWURI Whe ke UJWe HaR2 R q lpdl@BrahdHR Bvedtasjvialéutd de) 13 WG Y 1
9~f ®MW q! YGW RGGY! q¢cUqt W GYel W WU2Rt ¢RI WT KeaqfF

antibactérien.

4.3. Evaluation des propriétés antibactériennes  des

iminoguanidines

Par la suite, nous avons évalué les propriétés antibactériennes des iminoguanidines
amphiphiles 3a-3n du Chapitre 3. Pour rappel, plusieurs des composés de cette série
tkijqec ROUqWe2ilijt WKl JWGOet WInnRHCHII Whe JWG e
anticancéreux, bien que plus toxiques sur les cellules saines également, ce qlaissait a

penser que le motif guanidine libre était important pour avoir une activité antiproliférative a

faible concentration.

4.3.1.Propriétés antibactériennes des iminoguanidines 3a -3n

20W0¢ WaKGPWWaGe URL WWhe YWT ¢ Ut WG K ij qe 128324 Gbus Hij T 13U a
avons testé les iminoguanidines3a-3n synthétisées dans le Chapitre 3sur les trois souches
de bactéries: MRSAet VRE (Gram (+)), ainsi queE. coli (Gram €)). Les résultats sont

regroupeés dans leTableau 4.3.
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Tableau 4.3. : CMI90 des diiminoguanidines3a-3n sur les bactéries Gram (+MRSAet

VRE et sur les bactéries Gram+) E.coli

CMI90 (ug/mL)  CMI90 (ug/mL)

GRAM (+) GRAM (-)
Composé Structure clogP*
MRSA  VRE E.coli
NH ‘HCI
3a >100 >100 >100 0,47
3b \@ I >100  >100 >100 0,63
3c \©\, e >100  >100 >100 0,86
3d /@\ HH He >100  >100 >100 1,04
3e /@\/ [0 s >100  >100 60 2,50
NH HCI
3f >100  >100 >100 1,34
3g u»‘ e >100  >100 >100 2,30
“u NH;
3h ‘ i I >100 >100 >100 2,77
NH HCI
3i q, >100  >100 >100 0,3
<‘ NH HCI
3j N/k, >100  >100 >100 -1,07
NH HCI
3k >100  >100 >100 -0,46
NH .HCI
3l <\J\, >100  >100 >100 0,46
NH HCI
3m >100  >100 >100 -0,46
r/ NH HCl
3n NJVN\ I8 >100  >100 >100 -0,97
= N7 NH,

H

* Calculé avec Swiss ADME
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Comme leurs analogues diiminoguanidines, la majorité des composé8at3nt kK Jt qLllc 2ij | ij
étre non-toxique. En effet, les CMI90 que ce soit sur les bactéries Gram (+) ou a Grain (

sontau-l 13t + 2t WT WWNMMWAE No & x A Waelldeld tdrkorhkErop Roié telblus WHE Y O G
T WOk RAOGYt T RHRORqijWT kI JU2RE ¢RI WIT ke qRGRY I W HL
efficaces.

A nouveau, aucun lien entre amphiphilie et activité antibactérienne ne peut étre établi,

GeRt huekaUUWGE! DUWNEGa W YWaYNAWE Wij qij WaY2 2131 ql
aveére efficace. Les cycles aromatiques, polycycliques aromatiques ou hétéroaromajues

Uk YUquWGet WHRYUNjlIjWwWTlc2cUqenNlWIT kcHqR2Rqij WGe ! W
HYUnRI G¢UqWhe k Rt WOk RUqWI 2RPIVUNWXUqUWGEt W ¢ Ut WG K
2P0W Glet AW OGN W GYgqRnW Ne ¢ URT RUWW G RAI JW Uivité W G¢ t LW
antibactérienne des iminoguanidines.

Commel ¢ Ut Wakijagel Wt 2 LW dwChapitr® R il RS Yobsible due TleR U 131
iminoguanidines 3a-3n ne perturbent pas les membranes bactériennes. Elles ne sont peut

étre pas capables de perméabiliser ces derniéres de maniére a induire de la toxicité. Il est
jRNciNaNUqWU2Rt ¢NWEHOWWe k DOG Ut Wt YRIOUqWHE GE AT
autant induire de toxicité une fois le contenu intracellulaire atteint.

Seul le composé3e est associé a uneCMI90 inférieure a 100 pg/mL sur leg.Coli, soit 60

aNodx lOWf GWt KeNRaWT e WGI WAGRWI WHYGGY! ij WI 13t WT e # L
antibactérienne sur les Gram{), bienque nonY GaqRG ¢ G JHOW RUt RAWY U WG 2 q LW
que les groupements trifluorométhyle en positonmétat YUq W I 3t GY Ut ¢ HG 13+ WT |

antibactérienne, la ou ils ne conféraient aucune activité chez le composée.
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432E!' UqéLt W TkRAGRUYNe¢URT RUWHt W GYI qc¢U
trifluorométhyle, étude des propriétés antibactériennes et relation

structure -activité

Au vu des résultats intéressants du composé3e, nous nous sommes interrogés sur
GKij2100aqe l3dd W I-dIAie RiRRYGJjLULLE Tal ceeFamlaldtd ¢ Uc G YNe IJt W GY
ql RndeY!l YOijqd6! Gt W9k It qIGY el hue Y R¢i4e Yatantl ¢ 2 Y Ut
respectivement le substituant trifluorométhyle a la positionortho (4c), méta (4d) oupara (4e)

du phényl Figure 4.4)). Les syntheses furent effectuées en appliqguant la méme procédure

gue pour les syntheses des composéga-3n.

FaC :
3 \©\/ NH .HCI /@\/ Jlj HCI J\ﬂ HCI
N
N ~
/N\NJJ\NHQ FsC Z N7 TNH, -~ N N
H H
4c 4d 4e

Figure 4.4. : Structure des iminoguanidines portant des groupements Cg4c-4e

Les propriétés antibactériennes des nouvelles diiminoguanidinesdc, 4d et 4e ont été
déterminées dans les mémes conditions que pour les diiminoguanidines3a-3n, et les

résultats sont regroupés dans leTableau 4.4.
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Tableau 4.4. : CMI90 des iminoguanidinesic, 4d, 4e et 3e sur les bactéries Gram (+)

MRSAet VRE et sur les bactéries Gram-) E.coli

CMI90 (pg/mL)  CMI90 (pg/mL)
GRAM (+) GRAM (-)

Composé Structure clogP*
MRSA VRE E.coli

4c m@ e 14 25 30 1,56
/N"NJJ\NHQ ’
/@\/ NH .HCI
ad e /“‘E)LNHE 12 12 20 1,47

NH .HCI
de /N‘NJLNH2 8 15 20 1,44
M
3e Q fir-nel >100 >100 60 2,50
FiC 2N~ )\NHQ

* Calculé avec Swiss ADME

Les résultats obtenus nous permettent de constater que ces nouvelles iminoguanidines

portant des groupements trifluorométhyles exercent une activité antibactérienne sur les

trois souches de bactéries étudiées. Les trois composégic-4e sont plus efficaces que le

composé 3e qui portait deux groupements trifluorométhyles. Nous pouvons des lors
HYURGz21 DWheke UWt YJedWwWnl YeGUWGUWUqWal RnieY!l Yaijqb!
antibactérienne. De plus, la ot deux groupements trifluorométhyles ne conféraienp WWhue k 2 U 1J W
faible activité antibactérienne sur les E.coli, avec une CMI90 de 60 pg/mL, un seul

ql RnteaY!l Yaijqq6! 0WWGI GWaqWl it YI G¢Rt W kecaqaqldRUT I 1J
EUWGHeat Wl ke UWWeHqR2 Rqij We Uaq R qutéaEit bbRed/Belpauidle 2 | LG 1
composeé 3e également, les composés4c-4e sont associés a une activité antibactérienne

sur les bactéries Gram (+). En effet, les composé4c-4e présentent les meilleures valeurs

de CMI90 sur lesMRSAY HqlJUz2 13t WT et huek € WGI ijt WUqWT ¢ Ut WG 1JWH ¢
Tet hue k & LY LU&EHD XYLIRGYLEN K IRWIRUD Y D2 ¢ URT RUWDWGY ! q¢ UqWa 1l
position ortho. Globalement, le 4e est le composé le plus effcace toutes lignées
HYUnYUT 2 3t AWADWe RWGIII G ditolpduk 1€ ®RAIR 1qdlldE | Ljifadj 10 1H tHE LLIEL
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espeére obtenir une activité antibactérienne sur les trois souches étudiées. Par la suite, la
position méta est intéressante, avec des valeurs de CMI90 de 12 pug/mL sur les Gram (+) pour
le composé 4d. Pour terminer, la positionpara (4c) est également associée a une activité
antibactérienne sur les trois souches étudiées, mais plus modérée que celle des positions

ortho et méta.

Comme pour les diiminoguanidines4a et 4b, qui portaient des substituants fluorés en
positions ortho et méta, ces mémes positions sont a favoriser dans le cas des
RORUYNa ¢ URT RUNt WenRUWT k¢2YRI WeUWWeEHgqR2Rqij We Uq
UYe2UWce AWARVD UMWz JWIKk 6! GYq6 Lt W Wik ROUnde WURIIW
intéressant de déerminer la cible au sein des bactéries. En effet, un facteur stérique pourrait

j a1 NI W RWIecWHRRHOGUW kc¢2il ¢cRaqWKal WWwe UWt RalaWwiyu.

4.4. Synthese T Kk RGRUYNac¢URT ROt W WaqW T W
portant des chaines latérales alkyles et évaluation de leurs

propriétés antibactériennes

XKijgel Wt el WaWt WHYGGYt ijt WGY!I qc¢UqT Wt WHSE6ERUW
aromatiques ou hétéroaromatiques ayant permis de conclure sur le fait que ce type de
chaine latérale ne confere pas de propriétés antibactériennes, a quelques exceptions de
cYGGYtHijt WndeVYIlijt WGI Lt AwWUOYet WUVYet Wt YOI Whe 13t c
HE6c¢RUDt Wacqijl ¢dldt WGYel | ¢RUOUqWHEYUNi! I Wik cécHqR2
XDt WHEcRUDY Wedt ! alt WYUqWacec WHEGER/RI WI WG qe
phospholipides qui constituent ces dernieres!®®% Particulierement, le chlorure de
benzalkonium, ou BACFigure 4.5.), est un désinfectant alkylé utilisé quotidiennement dans
GUWEYUOT DWIUqRJI OWé DUT 2 Wt Yet WicWnY!l GWN k2 UWGij o

alkyles, le BAC a particulierement été utilisé pour la fabrication des désinfectants a mains
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et de surface pendant la pandémie de Covid1%® De plus, les travaux précédents du groupe
de la Pre Schmitzer ont montré que des molécules de type bisenzimidazolium substitués

par des chaines alkyles sont associés a une activité antibactérienne éleve&

Cl

R’l/CnHZnH
D

n=38, 10, 12, 14, 16, 18

Figure 4.5. : Structure du chlorure de benzalkonium

2¢ Ut WRDqqUWYGqRe JAWUYet WUOYet W YaG Wt WRUqi ! 3t
Gl YGI Rijqijt We¢UqRAHcHqij!| RIJUUUt WTI k RGRUYNea ¢ URT RO
chaines alkyles de tailles variables9 JqqJWG¢ | q RIWT WWaOKijagel WWe Wij qi
9c¢qc¢c i RUCWIGRI ReHAW|jgqel ReUqUWecell7¢eHABCOCEC2! ij ¢ qlUld

de la Pr. Schmitzer.

.

A41.E!' Uqdé Lt W T KRAGRUYNea¢URT RUWY W UgqW T RRG

chaines alkyles

Huit nouvelles molécules, nommées4ftdm, ont été synthétisées. Les composésgif-4i sont

des iminoguanidines portant respectivement des chaines latérales alkyles C4, C6, C8 et

C10. Les composésdj-4m sont quant a eux des diiminoguanidines portant respectivement

GUF WAKAGUY WHECRUWDY WGcaqijl ¢t Weat ! Pt WONAW T AW
cUqRHAcCHqi ! RIODUDWDWHERYUL qcqij 3AWHDY WOYe 2130013+ WG Yaij!
entre la longueur de chaine latérale, le nombre de chaines latérales, efli K ¢ Hq R 2 Rqjj

antibactérienne.
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Le mécanisme de synthése des composédf-4m est identique a celui des composés2a-2n

et 3a-3n; a savoir une condensation unique pour les iminoguanidines, et une double
condensation symeétrique pour les diiminoguanidines. En revanche, les conditions
réactionnelles ont di étre adaptées. En effet, dans le cas des diiminoguanidines du Chapitre

2,deuxij ve R2¢ D Uqt Wl ke¢alij6é! T IWijageRIUqlle qRGRY §jt HOW?
3, un équivalent T k ¢ G T ij 6 t utiliddl Poyrc 18 deux séries, les réactions étaient

chauffées. Pour cette nouvelle série de molécules portant des chaines alkyles, les
premieres syntheses dans les mémes conditions furent infructueuses. En effet, de
nombreux sousproduits furent observés. Diminuer la température et le nombre

T kKijrueR2¢ U@t W kedGTij6! T IWeTYeqit We WG &R W 1JLLC
I kROYNa ¢ URT ROt Wt kUt qUWUn¢ RqUWe WA Gijl ¢aqel DWGRL"
T Wl RRGRUYNzc¢URT ROt WeWqUGGil ¢qel WWGRLHAHIWIj Ne¢
(Figure 4.6.).
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Iminoguanidines

o]

NH.HCI NH.HCI
0,9 éq. )J\
H R
HaN _— RvN\
H NH; MeOH, tp = H NH;
4f-4i
NH.HCI NH.HCI JC.HCI
N N S S S S N
SN TN N, SN N S, 2N N,
H H H
4f 4q 4h
NH.HCI
N
\/\/\/\/\// ~N NH;,
H
4i
Diiminoguanidines
j\
NH.HCI NH.HCI
1.8 éq.
‘ H™ R
HZN‘-N/[LN/NHZ B ——— e R\&N\ JLN,N\\\\/R
H H MeOH, tp H H
4j-4m
NH.HCI NH.HCI
\/\&N‘N)J\N’NW \/\/\//N\N)LN’NM
H H H H
4 4k
NH.HCI NH.HCI
N N N N
N Y \NJ‘I\N’ AV VA VAV e \NJLN' B e g
H H H H
4 4m

Figure 4.6. : Synthése des iminoguanidines4f-4i et diiminoguanidines4j-4m

4.4.2 Evaluation des propriétés antibactériennes des nouvelles
iminoguanidines et diiminoguanidines portant des chaines latérales

alkyles et relation structure -activité

MRUWT kij2¢tedl Wadt Wij200qePadaldt WGI YGI Rijqijt We U
synthétisées, les mémes expériences sur lesMRSA VREet E.coli furent effectuées. Les

résultats sont présentésdans le Tableau 4.5.
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Tableau 4.5. : CMI90 des iminoguanidines et diiminoguanidinegf-4m sur les bactéries

Gram (+)MRSAet VRE et sur les bactéries Gram-) E.Coli

CMI9O0 (ug/mL)  CMI90 (pg/mL)

GRAM (+) GRAM (-)
Composé Structure
MRSA VRE E.coli
NH.HCI
4f WN\ﬁ ", >100 >100 >100
NH.HCI
ag S, >100  >100 >100
NH.HCI
4h SN >100  >100 >100
NH.HCI
4i \/\/\/\/\//N\”J\NHZ 70 70 >100
. NH.HCI
4j C;Hy\&N\_ﬁ H,NQ\\/C:;H; >100 >100 >100
NH.HCI
4k cf,n-m\&m\u N st >100 >100 45
NH.HCI
al c,HmVN\ﬁ)I\N,NVC,Hm 25 8 18
NH.HCI
4m Catbia _No Ao Ny Cabhg 70 70 80

N N
H

+_CpHans
BAC @C\ ) 5 5 25
Cl

x Wt WRARUYNe¢URT RUWY WUOWWGY!I q¢Uqitue ke UWYE Ve G 1IJWt
moins efficaces que les diiminoguanidines portant deux chaines alkyles. Particuliérement,

les iminoguanidines 4f-4h portant les chaines C4, C6 et C8 ne sont associées a aucune

activité antibactérienne. En effet, les CMI90 sur les trois souches bactériennes sont toutes
au-dessus de 100 pg/mL. Seule la moléculdi portant une chaine C10 induit une activité
antibactérienne sur les bactéries Gram (+) avec une CMI90 de 70 pdl sur lesMRSAet sur

les VRE Toutefois, cette CMI90 est encore trop élevée pour considérer que le compogé

comme un antibactérien prometteur.
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Considérant la structure du composé4id WY UWGHe qWIIU2 Rt ¢ DI Whe WG K ¢
observée est liée a une perturbation de la membrane plasmique bactérienne chez les Gram

bl€b DWEUWWUN nDaqAWdce WHEc RUNDWINMW G 2 dMRSARtRREN IJ] He O
perturbant de ce fait la structure membranaire, et inhibant ainsi la croissance et la
prolifération bactérienne. Il est possible que les chaines C4, C6 et C8 soient aussi capables

Ty «k RUqUII #eca !l wWIUql JWa Ut WGE Y deS Grin (R)GRis pbur LT 13 LG ¢
autant perturber la structure de cette derniéere.

Le composé4i Uk ¢ WUijjecUGYRUt WGet WRUT eRaqWT EcoitHesyUwWe Uq
possible que le composé ait atteint la membrane plasmique externe, en outrepassant la
DKOWUWYt qijl Rve JWRUT e RqUWGE! WEWt WG RGYGYdO!t ¢cHAGC
latérales C10 entre les phospholipides de cette membrane externe ne sojftas suffisante

pour perturber la croissance des bactéries.

Pour la série des diiminoguanidinestj-4m, le composé4j, possédant les chaines latérales

onNAWt kK It quWe2ij ! jj WKagl DWRUWNNRHCHIW 21 WaVYeqldt WLk
CMI90 obtenues sont toutes audessus de 100 pg/mL. Le composék quant a lui, soit celui

portant des chaines latérales C6, présente seulement une activité antibactérienne moyenne

sur lesE.coliavec une CMI90 de 45 pg/mL. Comme pour leurs analogues iminoguanidines,

les chaines C4 et C6 sont trop courtes pour induire une inhibdn de la croissance
bactérienne. Il est envisageable que les chaines latérales, bien que doubles dans le cas de

HIJt WEYAGYt it AWt Kk ROUqUI #¢d D U0UqWUql JWat WGEYH G6 Y
pour autant induire une perturbation de celleci.

Le composé4mA Wt YRqWG ¢ Wl RRGRUYNe ¢ URT RUOUWWGY ! q¢ Uquil 134
étre associé aux mémes valeurs de CMI90 sur les Gram (MRSAet VREque son analogue
iminoguanidine 4i, soit une valeur de 70 pg/mL. Une fois de plus, cette valeur de CMI90 est

trop importante pour envisager le composé4dm comme un agent antibactérien efficace

HYUq! DWG Ut WHECHqi ! RIJE W] 1 ¢ Weeb tOWf o Wit quwlij ¢ UG YR
Geuwt ! Gijal RIJWI IJWG ¢ Wa Yaij Ae 013 W0 atelalessontdesichiaides G 2 13 0 # |,
ONMIOWX JWn ¢ RaqWT k¢2YRI W e #WHAHG6¢RUNE Wee WIRWJe W k 2 |
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cUqRHC¢C Hqijl ROOUUKWW?2 W Ghet AWt RWiak YOWHYGGe! WW H
¢cUqRAcHqi ! RJUUWWI 2W7 9dWeRWIzRWeatt RWIIt qUGY
CMI90 du4m est 14 fois plus élevée que celle du BAC. En revanche, la ou la molécule ne

GYl q¢UqhuekeUIWE e G 1JW A4 1RO KL cc Rydj W € 1 1 WF RNiMALLE L
antibactérienne sur lesE.coli, la molécule 4m est, quant aelle, associée a une CMI90 de 80

pg/mL, soit presque la méme valeur que la CMI90 sur les souches dediaries Gram (+).

oUWt DedWHYOGGY! ij W JWHDqaqdWwt ijl ROW Kk RGERUYNz2c¢ URT RI
étre associé a des valeurs de CMI90 intéressantes sur les souches de bactéries Gram (+) et

Gram (b WHY Un Y UT 2 1J 4l 6stit Ratdiithinégoanidire lhdrtantltles chaines latérales

C8. En effet, la CMI90 sur leMRSAest de 25 pg/mL, et celle sur le&/REest de 8 pg/mL, ce

qui est assez proche de la valeur du BAC, comportant aussi des chaines C8. Ainsi, on peut
considérer le composé4l comme un éventuel antibactéren contre lesVRE Pour ce qui est

T WWG Kk ¢ #qR2 Raqij We EadhHecvatayijde IR OMIAD lgdide 48 pidfinll) telfui est

trés encourageant considérant que la CMI90 du BAC sur cette souche bactérienne est de 25
aNol0xOWf 0We GGel ¢cRaqWT YUHRHWRe ke UWWGYaijHaaGWE ! Gj
représente la meilleure alternaive pour obtenir une activité antibactérienne intéressante

sur les souches de bactéries Gram (+) et Gram)( Ce constat avait déja été fait dans une
précédente étude du groupeSchmitzer, ou les bisbenzimidazolium portant des chaines

Geaqijl ¢calt WOYWt kijgec RIOqWez2il it WKl JWGUt WGHet L
également2® jj ¢ UG YRUt WG IWGYT DWTI Kk ¢cHqRYULWT WWaqlldt WHY
b 31 ¢RaqWl YORWRUGq I 3t t ¢cUqWT kijgel RII Wik RUqUI ¢ AHqR

conclure quant a la cible précise de ces composés alkylés.

4.5. Conclusion

2¢cU0t WHNUDW96CcGRal WWNAWUYet wWwe2YU0t WeRUY RWIjqUUT 2
diiminoguanidines 2a-2n et iminoguanidines 3a-3n JU W+t «k RUqij | Wt + ¢ UqWeé Wil
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antibactériennes. Bien que présentant des chaines latérales variées, aucune des deux
bijl ROt WUk cWGeWKagl JW ettt YRARijUWeWzUWDW cHQR2 Rqij
iminoguanidine ou diiminoguanidine, ainsi que les chaines latérales aromatiques,
polycyclitue 13t W¢ |l YOG ¢ qRue It WYe W6Eijqijl Yl YGcecqRhe 13t WULL
T keUWWeHgqR2RqijWecUqgRHAHCHqij| RIOUDOW It WHYGGY!t ijt UL
cUqRHcUHI I De+AWRUqqUWijagel JWAYUnRI G UDWHRIVDUWhe Kk F

mammiferes, plus particulierement au ciblage des mitochondries.

Quelques exceptions ont pu étre constatées, particulierement avec des molécules portant

des atomes de fluor. En effet, la diiminoguanidine portant des chaines latérales m
fluorophényles, @bb Wt K It qWeé 201 ij JWKal WWal Lt WeHqR2IW!L 2|
confondues. Pour la famille des iminoguanidines, la chaine latérale portant un groupement
trifluorométhyle en ortho du phényle geb Wt kK 1t qWij Dca PG 0qWe 21 ij JWKal
b YeHS It WAeHqij | RJUUJY IOWEU W YO G 1A e &dildacs3es | ¢ Ra W
deuxcas i RijJWc e Wnide VYl WGlhaqZaqllhuekce WG YqRNWRARUYNe ¢
xcWt ! ULt W k RERUYN2c¢URT ROt WIqWl RRARUYNec¢UR
TuwwayYOneWel t W2¢l ReHOWt WOYet We WG GRY W kKijgqé¢c AT R
antibactérienne. Pour les iminoguanidines, seule une chaine C10 confénene faible activité
antibactérienne sur les Gram (+). Pour les diiminoguanidines, cette méme chaine C10

confere la méme activité sur les bactéries Gram (+), mais également une faible activité sur

les bactéries Gram {). Les chaines C4 et C6, que ce soit sules iminoguanidines ou
diiminoguanidines, ne sont associées a aucune activité antibactérienne intéressante. Enfin,
GeWYTWIecWHASec RUDWO YWOIWRYUnL|l WWeerwe OB R2 Raij |
analogue diiminoguanidine4l est efficace sur toutes les souches bactériennes, confirmant
GKRUqij| KqWT ke UPDWGYGijH2GUWE ! Gijaql Rhuel JWce+*+WHGCERI

donc étre envisagé pour une utilisation comme antibactérien a large spectre.

118



Chapitre 5 1 Propriétés anticancéreuses de nouveaux

complexes biguanide -iridium

5.1. Introduction

XDt WHRYGGHNU+FIt WT Kk RI RTRaGWNYUqWdk YA Tptdprites W U Y G |
anticancéreuses.?°2% |Is sont considérés comme des alternatives métalliques au

cisplatine, prescrit pour traiter la majorité des cancers mais associé a de trop nombreux

effets secondaires. Différents ligands ont été étudiés, mais un seul type de complexe
biguanide-iridium est| ¢ GGY | qij Wé WHJIWTVYel WGYel WeUWWe qR{RY ¢
savoir des complexes metformineiridium (Figure 5.1).1°%9 JWq! GUWI Y WHY G Ga 1J#+ 13 LW
étre efficace sur plusieurs lignées cellulaires cancéreuses, avec des valeursedCk, dans le

bas micromolaire. Considérant les effets biologiques prometteurs des complexes
metformine-R1 RT Re d AWUYet wWUOYet Wt YOGt WRUqi | 13t +ijt+ We W

ligands biguanides.

Figure 5.1. : Structure des complexes metformineiridium synthétisés par Mao et al°



Trois complexes biguanideiridium amphiphiles ont donc été synthétisés, a partir de ligands

HRNz ¢ URT D& WG & R q lij Saj{ I Prerfothite gblainsi que le PEBiguanide

(5¢). Ces trois ligands ont été choisis du fait de leurs propriétés antiprolifératives

RUOqijl Wttt ¢Uqlt W heRW c¢2¢RIUqW ijaijWlTijAHY221I1 qldt W I
Schmitzer.''” Les trois complexes5d, 5e et 5f ainsi formés possédent chacun un ligand

biguanide, ainsi que deux ligands phénylpyridines Hgure 5.2). Leurs propriétés
antiprolifératives ainsi que leur toxicité sur lescellules saines ont été évaluées. De plus, la

cible biologique de leur action a été déterminée.

Figure 5.2. : Structures des complexes biguanideiridium 5d, 5e et 5f

QUWG!I YTWUqWe Wij qij Wdn nWHEaqeij W ¢ Ot WaRWaeT 1 W k2 UI1J W
IOW 70 RN6qIT W Ok OBrRiAsWitkt Reg) ipigidnideld] onY ét@ syntleétisés

précédemment par Pierre Mas, ancien étudiant du groupe Schmitzer, et les complex

|l jjt edqcUqt WYUqUWijqijwt ! Oqé6i qRt ijt WGE | WK iptiée RGIJ W

Gkijgel W It WGl YGI Rijqijt WeUqRGI YORNil ¢ qR2aJt Wl 13t

permis de déterminer la cible.
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5.2. Synthese

5.2.1. Synthese des ligands biguanides

x It W ql YRt W aRNecUTt W ARN2c¢URT Wt W T kRUqij| Kaqw YUq!
précédemment établies dans le groupe de la Pr. SchmitzerFigure 5.3.).17" 119

206y ¢ YHaq! O AFR)Eela dhdéhiondinkbb) ont été synthétisés en une étape consistant

DOW dGkcaqaqche JW T IJWGkecGRUDW AYAGGW!I ARG WUW T k RUqij |
phényléthylamine, sur le dicyandiamide en présence de trichlorure de fer. Pour le PEB

biguanide 6¢), la PEBamine a di étre synthétisée car norcommerciale. Pour ce faire, un

HY2 Glac¢cnNIW WWEY UY N ¢ibdodenzydidqléeldd le ph&hilldcétyde ierh & réalisa.

Acl Wiecwt eRqUAWe UUWAI Y& ¢ qRYUWI 1Kk quariiteive¥, & We RUt |
jqijWPlnndEagqei Jt OWAE!I WacWt eRqUAWa UOWIWI jjTerdqRYULU
phényléthynylbenzylamine. La derniére étape faitintervenir le dicyandiamide en présence

de triphénylphosphine pour donner le PEBiguanide 6¢) désiré. Tous les biguanides ont été

obtenus sous forme de sels de chlorure.

A)
N i FeCly, di HH N
eCl,, dioxane
R—NHp + S /U\ ———— > R_ J\ )J\ 2 HCl
N7 NH; 110°C, 16h N7 N7 NH;
H H o H
R =CgH47 (5a)
phényléthyl (5b)
B)

PPh;

HO Cul 5 mol%
OH Br N3
PdCI;(PPh;); 5 mol%
, PBi NaN.
. — BN Z —_— #Z Ry Z
THF 50°C DCM, 0°C Acétone/H,0, t.p.
| | 90% quant. quant.
I

Ns NH N7 N7 NH,
O PPh; O 2 Dicyandiamide O H H
KOH 1% PPh,
S R e —_— s .

S = a

DCM/H.0, t.p MeCN, 170 °C, 35min
% 90 % Se

Figure 5.3. : Synthése des ligands biguanide®a, 5b et 5¢. (A) Synthése des ligands
octylbiguanide (Ga) et phenformine gb). (B) Synthése du ligand PEBiguanide 6¢)
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5.2.2. Synthese des complexes biguanide -iridium

Les ligands biguanidesont ét¢ 1302 Y! jjt Weé Wakijhve RGUWI 2 WAI IOW7adRN
complexes biguanideiridium 5d, 5e et 5f. Pour le composé 5d, soit le complexe
octylbiguanide-R1 RT Re 0 AWl @Gk YHq! 0ARN2c¢ URT JW Wakue- alw 1T
pyridinyl)phényl)diiridium (lllont ét¢ T Rt + Y qt WT ¢ Ut WakijagécUYOaWeUs
ambiante, avant addition de triethylamine et chauffage aux micrendes a 150°C pendant

20 minutes.

Pour la synthese du composée, soit le complexe phenformineiridium, le solvant et la base
ont été changés par rapport a la synthése dédOLWE U WII'n'n 1J q A Wa étéjremplacd Y i We U ¢
par le THF anhydre, et la triéthylamine par le bis(triméthylsilyllamidure de potassium

(KHMDS). La réactiom été chauffée aux micro-ondes a 180°C pendant 15 minutes.

Le composésf, soit le complexe PEBbiguanide-iridium a étésynthétisé de la méme maniére

que le composébe. Le schéma de synthese des trois complexes est retrouvé afégure 5.4.
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SN =N
nHoonw 2HC o LA ..
3
H2NJ\N/U\ ~CeHiz \ / T EOH..,
H { cl ‘ 150°C MW, 20 min
Ny, N, 50 %

N
nH o e 2HCE ’ <l -
)L )k | e, e KHMDS
+ Ir I -
HN™ "N N ~u THF o

2! anl
H H \ 180°C MW, 15 min
N N 21%
)0
= =

1
N
N N
NH NH 2HCI .Cl ’
)L )L T ISR B KHMDS
+ JIrs lrs, —_—
HNT NN N THF ann
H o H ! i 180°C MW, 15 min
N N

Figure 5.4. : Schéma de synthése des complexes biguanidéidium 5d, 5e et 5f

synthétisés par legroupe du Pr. Blight

5.3. Evaluation des propriétés anticancéreuses et étude de la

sélectivité

Les complexes nouvellement formés, ainsi que les ligands et le complexe contrdles, ont été
testés sur deux lignées cancéreuses du pancréas (KP4 et PANC1), ainsi que deux lignées
saines (IMR90 et hTERTHPNE) afin de déterminer leurs éventuelles propriétés
antiprolifératives et indices de sélectivité associés. Les Gb et CGCyp ont donc été
déterminées, suivant le méme protocole que dans les Chapitre2 et 3. Les résultats sont

regroupés dans leTableau 5.1.
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Tableau 5.1. : Clso et CCso des complexes biguanideiridium, des ligands contréles et du

HYOGGUW+WUWI «k RI RT ReaWrHYUq!l zawyawl ijqll GRUIj Ut We G

cancéreuses (KP4 et PANCL1) et cellules saines (IMROOMGtERTHPNE)

Lo Clso (UN.I) . c?su (ul‘:’l) Indices de sélectivité
. ngnees cancereuses ngnees saines
Composé Structure
KP4 PANC1 IMR90 WTERT-HPNE  IMROO/KP4 hTERT-
HPNE/KP4
5d 1,35:0,09  2,06+0,43 2,59 £ 0,25 4,20£0,57 1,9 3.1
5e 2,40%0,41  2,66%0,37 3,90 0,32 4,89+0,73 1,6 2
5f 1,22+0,12  2,18%0,23 2,67%0,43 3,01+0,86 2,2 2,5
C
5a oAl L e 1142043  6,07=0,91 246+ 57 74+ 26 215,8 64,9
5b S AL 51 180* 5014 335 =50 0,98 6,6
5c LA Oy 6,13=0,80 15* 22,47+225  80,91%0,44 3,7 13,2
)
Cr 0
I(PPY)s T ND** ND** ND** ND** ND ND
g 'L_‘ J]

WAt etdageqt WRY 2t W WWa¥ijqel W 2 W21 W

el 1 13! WcijH

** ND = NonDéterminée du fait de problemes de solubilité du composé dans le milieu de

culture cellulaire

5.3.1.

Propriétés antiprolifératives

De maniére générale, les trois complexes biguanideridium sont associés a une activité

antiproliférative importante sur les cellules cancéreuses du pancréas. En effet, les &lsur

les KP4 et les PANC1 sont inférieures a 3 pM pour les trois complexes, et relativement

similaires entre ces deux lignées. Les complexesdd et 5f sont sensiblement autant

efficaces, suivi du complexebe.
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ERWGk YUWHY GG IWT Ibtaddd 1gstCe pamrclastcathpoddsl sblitolds 9ilf

CGGel cRaqUWNOGYAcTOWGWUqWhe WG WWne RaqWT WWnY! a1l We U
envers les cellules cancéreuses. Pour le composé&d, la valeur ce Ckosur les KP4 est environ

identique a celle du contréle octylbiguanide soit autour de 1 uM. Celle sur les PANC1 est

trois fois plus faible que pour le contréle, passant de 6 uM pour le contréle, a 2 uM pour le

complexe.

Pour le composébe, soit le complexe de phenformine, la complexation a largement permis
ITkeceNAWUqUl WikeHqR2Rqi We UqRAC Y E §d divisde I9aORBE 2 | LT 1]
passant de 51 uM pour la phenformine, a 2,4 uM pour le complexe. Concernant la lignée des

PANC1, la phenformine était initialement environ trois fois moins active que sur la lignée des

KP4. Le fait de former le complex&e a permis de diminuer la valeur de G} par 90, passant

ainsi de 180 puM pour la phenformine a 2,66 UM pour ®mplexe.

Enfin, la méme tendance que pour les complexeSd et 5e est observée pour le complexesf,
soit le complexe formé a partir du ligand PEBiguanide. Le biguanide de départ était déja
efficace, avec des Cd, dans le tres bas micromolaire pour les deux lignées cancéreuses. Le
complexe nouvellement formé a permis de diviser la valeur de &lpar 5 sur les KP4, passant
ainsi de 6 uM pour le contréle a 1,2 uM pour le complexe. Pour les PANCL1, la valeur dg &l

été divisée par 7, passant ainsi de 15 uM pour lechianide de départ a 2,18 uM pour IBf.

En somme, la ou les ligands biguanides individuellement avaient des &Hifférentes selon
leur structure, la complexation semble avoir effacé ces différences. La toxicité des
complexes biguanideiridium parait généralisée sur les lignées pancréatiques cancéreuses,
avec une inhibition de 50% de la croissance cellulaire a uneonicentration de 2 pM.

Yet Wt Ye6¢cRaqRYUt WijnNecalGUWUqWec2YRI WT It WRUNYI G
HYOGGUWU+WWI kRI RT Red WRYUq!l ZdlAWhe RWWnt qlle qRTRY ij L
des complexes biguanideiridium. Nous avons donc choisi le tris(2phénylpyridine)iridium.

Nous avons tenté de déterminer les G} de ce complexe contréle sur les KP4 et PANC1 de la
méme maniére que les complexes biguanidaridium et les ligands biguanides, mais nous
Uk ¢2YUt WGEt Wij qij WHEE Ge HO It WIT k Y-$olmbiité Ke celebplede? ¢ G 1J 2 |
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dans le milieu de culture cellulaire. En effet, nous avons constaté que le complexe précipite

T ¢Ut WGPt WHYGGe a3t Wew yt warYUHRWIUql ¢ qRYUY WRUNG I R
I KRUBRHRqRYULWWIIT WG ¢ WHI YRY + ¢ UHIJIWIHHD®T 2 13 181Rd ILALK iRA0N
action anticancéreuse intrinseque de ce complexe contrble. En revanche, ce résultat nous

GUIl GlqWl k¢ nnRI G Whe JWI JWIRNeUT WARNz2 ¢ URT Wt 2|

le milieu de culture cellulaire du fait de son hY | YG6 RGO RIDAWGHW! GWaaqc¢ Uqgllec

complexes solubles et actifs sur les cellules cancéreuses.

5.3.2. Cytotoxicité sur les cellules saines et sélectivité

Les trois complexes se sont avérés étre tres toxiques sur les deux lignées de cellules saines,
avec des CGp inférieures a 5 uM. lls sont globalement associés aux mémes indices de
sélectivité envers les cellules cancéreuses, que ce soit par rapport aux INR ou auxhTERT
HPNE, & savoir aux alentours de 2. Le compleXsal est celui associé au meilleur indice de
sélectivité sur leshTERTHPNE, avec une valeur de 3,1. Le complexge, quant a lui, a la

valeur la plus faible sur les IMR avec 1,6.

En comparant les indices de sélectivité des complexes biguanid@&idium avec ceux des

ligands biguanides seuls, nous constatons que, de maniére générale, les indices de
tijaulHqR2Raij WYUqW! RGRUz i ALWe Bhisurléd IMROG quRéfald tdés 2 LG RN
toxique et donc associé a un indice de sélectivité inférieur a 1. Pour ce qui est du ligand
octylbiguanide 5a, qui avait des indices de sélectivité trés intéressants de 215,8 sur les

IMR90, et 64,9 sur lehTERTHPNE, nous pouvons noter que la compie ¢ q RY Ull¢ 2 WH WO K R
cWil ¢t qRueaNGWNUqWRGGE Hai WaIIE WI 31 ORWVI + OWEUWWNNL
divisé par 100, et celui sur lehTERTHPNE par 20. Cela est di au fait que le complexsd
nouvellement formé est beaucoup plus toxique sur les cellules saines que le ligarish, 1a ou

la toxicité sur les cellules cancéreuses est restée du méme ordre de grandeur avant et apres
HYOGGUW+¢cqRYUWE2UHRWIKRI RI BeslUIOW RV U R B IJ WA G0dLLE Tj 13 LLD #H
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IMR9O0 est presque deux fois plus élevé que celui du ligand phenformii®, mais celui sur

les h\TERTHPNE a été divisé par 3. Enfin, pour le complexs#d WG K RUT RAIJWI LW §j G 1IF
IMR a été divisé par deux par rapport a celui du ligand PBRBjuanide 5c seul, soit 1,6 par

rapport a 3,7, mais celui sur leshTERTHPNE a été divisé par 5 entre le ligand seul et le
complexe.

EOWt YOOUWAWARVDUWe JWG e WHRYOGGOWFeqRYUWT WOk RI RT |
Tk YHqUURI W Wt wWUOYe2WcefWHYAGGY it W YOde AGUY WINnnNnR
tres bas micromolaire, la toxicité sur les cellules saines a été également accrue

Acl qRA2 GRLI1 130130 Gaddull repté3antaiti uh Préhacandidat ahtidancéreux,

puisque toxique dans le bas micromolaire sur les cellules cancéreuses, mais néanmoins

Ctt WAL ijaNHgRNIOWX ¢ WHRY G GO W+ec qRY ULWC 2 I3shlitinénR] RT R |
T kRUqi| KqWwt RWakYOW2W2qWPWU2Rt ¢NJI WeUWWij230qel

anticancéreux.

5.4. Détermination de la cible des complexes biguanide -iridium

Considérant la toxicité importante des complexes biguanidaridium synthétisés, nous nous
FYGAaUt WRUOqi I Wttt WeWakijgel JWT IWaWe!l WHRHGIIWF
thérapeutique de la famille des biguanides, est connue pour cibler les mitochondries
particulierement le complexe | de la chaine respiratoire mitochondrialé* 106. 108 110. 112 Ngys
avons donc voulu voir si les complexes biguanidéridium étaient également capables de

cibler les mitochondries grace a leur ligand biguanide.

Al D0cU0quuUWEYIGqIWE Ut WG YGI Rijqit W YWnide Yl 13t HIJL
¢c2YO0L Wl ijART j W YW Waqal WWe WGl YnRqWHDgqaqWnde Yl 13t
complexes au sein des cellules. Ainsi, nous avons utilisé le méme agent fluescent capable

de cibler et imager les mitochondries que dans les Chapitre2 et 3, a savoir le MitoTracker®
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Deep Red” (MTDR), et effectué des tests de colocalisation de fluorescence avec nos

COMpOoseés.

5.4.1. Fluorescence des complexes biguanide -iridium

Afin de pouvoir mettre a profit la fluorescence intrinseque des complexes biguanidgidium

GYel WIijqull GRUNDI WiWe!l WHRAGIWWRUq!l ¢HDGGOGz20c¢RI DWGE
TuywavyUneWel + W YO0T Wt W k JFHRqc¢ qB CesNHParalntéig & Rt + R
JUOI UNRY ql ij 3t WGe | Wik ijhue RGUWI 2 WA OW7 GRNEG qWT ¢ Ut W
GYURaWel t W «YUI 3t Wk JFHARqc¢ qRY ULW qitkitivmjetisek + RY U WI

regroupées dans leTableau 5.3.

Tableau5.2.:x YUNza e | + Wl «k YUT 3t WI Kk J¥FHRaqc qRYUUHIq WT K ij @
iridium 5d, 5e et 5f

Composé Structure A excitation (nm) A émission (nm)

Q @)
5d o /b 278 501

5e G—C 280 501
N N
HZN/L‘\NJ\NMJ
~N
(\ AT \)
N g / o
5f iy 286 501
\*\\C
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5.4.2. Imagerie du ciblage des mitochondries par les complexes

biguanide -iridium

Aprés avoir pris connaissance des propriétés de fluorescence des complexes biguanide
RIRTRzgAWUYet We2YUt WG YHRHijTjWeWGkijagel JWGeE! WR
GK6! GYqdé Lt DWhe JWG It WHAYGGYtijt WGYe2¢ RIUqWHRHAG I
amphiphile et de la capacité originelle des biguanides a cibler ces dernieres. Afin de vérifier

cette hypothése, nous avons effectué des tests de colocalisation de dlorescence par

imagerie, en utilisant le colorant rouge cibleur de mitochondries MitoTracker® Deep Red.

Comme nos composeés fluorescent dans le vert, une colocalisation rouge/vert sera visible si

les complexes ciblent bien les mitochondries.

5.4.2.1. Colocalisation a 24h de traitement

Dans un premier temps, nous avons incubé les complexes a des concentrations égales a Ola
moitié¢ de laChhGIJUT ¢ UqW=Né AW qWe 2 YUt WGI YHIjTij We WGk RAGCT
traiter a la Cko pour ne pas induire trop de toxicité, qui engendrerait le stress voire la mort

Tt wePdGde a3t OWNT JUqlWi RUa qIt We 2¢ Uq i ¢ Wn RUWIT 13 WG
x Dt Wl ijt edagqcecat W YWIk RAECNIII RIJWI It WY o @éslataldt Wi ¢ U
Figure 5.5.
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MTDR +
Complexe

Complexe

5d

5e

5f

Figure 5.5. : Images de microscopie confocale zoom x63 de cellules cancéreuses KP4
apres traitement avec les complexes biguaniddridium pendant 24het fixation.
Cellules traitées pendant 24h avec les complexes biguanidéridium et colocalisation
avec le MitoTracker® DeepReéd r-= 0,94 ;5e r>= 0,90 ;5f rs= 0,95) Echelle : 0,3 cm =
20 pm.

Le test de colocalisation entre les trois complexes biguanideridium et le MitoTracker® Deep

AT Wt x 3t que2ijl ijWnl edge e+ OWEVWEY NN JqALWRSELWE GGe |
5e et 5f sont tous trois dans les mitochondries. Les coefficients de Pearson témoignant de
GecWHYaGYHCOR cqRYUW YUqUWa!l Lt Wijau2it AW We RWHY
a savoir que la cible des complexes biguaniddéridium était la mitochondrie. De dus, aucune

ndeaY!l Wt AOOHJIW Ok Dt quWHYUL qecqijJWcecRGONel + Whea JWT ¢

complexes ne ciblent aucun autre contenu intracellulaire.
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Les ligands phenformine %b) et PEBbiguanide {c¢) étaient connus pour cibler les

mitochondries 18 1% I G Je | WHYG GG W+ ¢ qRYUWCE2UARWIEGK RI RT Re G
Uij It ¢RI Dt WeWdik¢cARqRYUWqY+Re JWee W WRUWIT JWHIIE
Gk YHRq! HROEOWRIIIEG ¢ Wij qij Wijgel RijllcaGel ¢2¢Uqall
[ KECOUG6RGERIRII W qUWI WWHSEE!T NDUIWI WG ¢ WG VYdijHe G AWRI
mitochondries!®. Dans ce cas, la formation du complexe octylbiguanideridium (5f), qui

Ukc2¢RaqUGet WUij AL T ¢RI 3G 1IJU qde Gig, 1¢ ALRF 1 T8 IRW LR & RG & 1D

ciblage des mitochondries.

5.4.2.2. Cinétigue de ciblage des mitochondries

Par la suite, nous nous sommes intéressés a étudier la cinétique de ciblage des
mitochondries par les complexes biguanideiridium. Les résultats a 24h nous informaient

bel WdWWneée RaqWhe DWGKS! GYqoé Lt Wl ke UWHRAG e BIJWT 13t L
avons souhaité déterminer a partir de quand les complexes biguanidigidium étaient

détectés dans le contenu intracellulaire, et particulierement a partir de quand le ciblage des
mitochondries était effectif. Pour ce faire, nous avons incubé les complex®4h, 2h puis 30

minutes dans des cellules cancéreuses KP4 dans les mémes conditions de concentration

tue JIWWGYel Wik P+FGijl RJUHDIW 21 W=N6OWx JW~RaqVYNI ¢ #t 1JI
T WWH6¢c e JWI+FGij| RIUARDIOW Yet WUk BRGMILILRO ¢ ¢iiGe WHET |
l2WqUGGt W k RUA2HEc qRYU WU #IJt + ¢RI DWGYel WYHqUURI
donc des informations exactes sur la colocalisation. Les images de microscopie pour les

tests a 4h, 2h et 30 minutes sont regroupéebigure 5.6.
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A) MTDR + B) MTDR +
MTDR Complexe Complexe MTDR Complexe Complexe

.-
MTDR +

MTDR Complexe Complexe

" ..--
) ...

Figure 5.6. : Images de microscopie confocale zoom x63 de cellules cancéreuses

pancréatiques KP4 aprés traitement avec les complexes biguanideidium pendant 4h,
2h et 30 minuteset fixation. (A) Cellules traitées pendant 4h avec les complexes

biguanide-iridium et colocalisation avec le MitoTracker® DeepRe&d r-= 0,91 ;5e rp=
0,90 ;5f re=0,94). (B) Cellules traitées pendant 2h avec les complexes biguanide

iridium et colocalisation avec le MitoTracker® Deep Re8d r-= 0,90 ;5err= 0,92 ;5frp

= 0,94). (C) @llules traitées pendant 30 minutes avec les complexes biguaniddéridium

et colocalisation avec le MitoTracker® Deep Re8d rr= 0,90 ;5er-= 0,85 ;5f rr = 0,96).

Echelle: 0,2 cm = 20 pym.
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Les trois tests de colocalisation se sont avérés fructueux, témoignant du fait que les trois
complexes biguanideiridium sont présents a 4h et 2h dans les mitochondries, mais surtout

tue k Rt WYUqW ijjTe WeqaldJRUqWI I3t WG R qdé Aaargod sohtRadt LI U LLC
t ¢cqRt nc Rt ¢cUqt WAKOGWWGYel Wik DFGijl RVURUJDWE WOMW G R
complexes. De plus, dans toutes les expériences effectuées, nous pouvons observer que les

trois complexes biguanideiridium ne sont retrouvés que das les mitochondries et pas dans

une autre partie du contenu intracellulaire, puisque nous aurions constaté de la
fluorescence ailleurs que dans les mitochondries autrement, et que les coefficients de

Adcl +t YOUWUk¢cel ¢cRIDUqUWGEt Wi gamipte dulfait quellipsicehdlipdesOIN Y 2 q
biguanide-iridium ciblent les mitochondries de maniére trés rapide, a savoir dans les 30

premiéres minutes de traitement. Ce sont des résultats prometteurs, puisque ces

complexes biguanideiridium peuvent étre considérés ala fois comme des agents

¢UqRGI YOGRNijI ¢cqRnt AW G¢c Rt WijNcalaU0qWHYGGDWT K ij
commercial.

La toxicité des trois complexes biguanideridium peut étre expliquée par cette cinétique

rapide de ciblage des mitochondries. En effet, les tests effectués pour déterminer les valeurs

deChol 21 DUOqUWTZ6AWIqWak YUOLWE W2 2 Whe JWE I WHRYGGY ij+ W
trente premieres minutes de traitement. Ainsi, méme une faible concentration de complexe

dans les mitochondries pendant 72h induira une grande toxicité. De plus, le fague les

composeés soient encore dans les mitochondries apres 24h est une preuve que les cellules

Uuwt YUOqWGEt WHEGEHGUY WT kijdRAGRUIII WHEIIE WT 31 URIII
maniere prolongée, induisant a terme la mort cellulaire. La noisélectivité des complexes
biguanide-iridium et la toxicité sur les cellules saines peuvent étre expliquées par le fait que

les composés vont également cibler les mitochondries des cellules saines.
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5423. 9¢t Wl eWHYOGGU W+ WWI Kk RI RT ReGWwWrHYUq!l ZaG1JLW

O

Nous avions pu constater lors des testsn vitrohue IJ WG D WHRY G GG I+ JWI Kk RI RT Re @
le tris(phénylpyridineyR1 RT Re G AWUK ij q¢ RqWGet Wt ennRt ¢ Ga1JUq LW
cellulaire pour déterminer ses Ci, et CCso associées. Néanmoins, nous souhaitions savoir

t RWe UG WHYA GG+ JW kRI RT Re G WijgcécRallagYe qWl JWaK
particulierement les mitochondries. En effet, nous avons vu que la formation des complexes
biguanide-iridium augmentait la toxicité par rappot aux ligands biguanides seuls. Ainsi, si le

complexe iridium contréle cible également les mitochondries, cela signifie que les

complexes 5d-5f ciblent doublement les mitochondries, du fait de leur ligand biguanide et

Gle!l W ql eAgel DW WWAERYGGIW+FJIWI Kk RI RT Re g AW+ Gi Rhue

de ciblage.

Ainsi, nous avons effectué les mémes tests de colocalisation avec le MitoTracker® Deep Red
en traitant les cellules avec le complexe contrble. En raison des problemes de solubilité
précédemment constatés, nous avons traité a une concentration de 1 pM; commntration a
laquelle le complexe était soluble dans le milieu de culture cellulaire. Les KP4 ont été
traitées pendant 30 minutes. Les résultats de colocalisation entre le complexe contréle et

le MitoTracker Deep Red aprés 30 minutes sont regroupésgure 5.7.
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MTDR +
MTDR Complexe Complexe

Ir(ppy);

Figure 5.7. : Images de microscopie confocale zoom x63 de cellules cancéreuses
pancréatiques KP4 traitées avec le complexe contréle Ir(ppypendant 30 minuteset
fixation. Cellules traitées pendant 30 minutes avec le complexe contrdle Ir(ppykt

colocalisation avec le MitoTracker® Deep Red-¢ 0,81).Echelle: 0,3 cm = 20 pum.

Yet wWe2YUt Wi YORWGz2 WHYUt q¢ qlll Whe 13 didel@gaientG G 1J + 1J LU
les mitochondries, puisque les résultats de colocalisation sont positifs aprés 30 minutes de
traitement. Cela signifie que la complexation avec les ligands biguanides permet non
seulement de créer des complexes solubles en milieu de cult cellulaire, donc utilisables
pour des testsin vitro, mais elle permet également un ciblage assuré des mitochondries. La
bl efgel DWI DWHYGGOEU+FWWI k RI RUREBEDOWIT ke 9@ LUICRKIGaH A
tous deux au ciblage des mitochondries; cela peut expliquer le fait que les complexes

biguanide-iridium 5d-5f soient plus toxiques que les ligands biguanides seuls.

5.5. Conclusion

Trois complexes biguanideiridium 5d-5f ont été synthétisés a partir de ligands biguanides
connus pour avoir des propriétés antiprolifératives sur les cellules cancéreuses. La
nYl G¢cqRYUWT Dt WARYGGO I+t We WGW!I GRY W k¢cenNaBUqldl Wi
UYet WGl G1Jqaqc ey lidalewrss apadh Antéfieuréslh 3 pM. Néanmoins, la
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complexation a également induit une toxicité accrue sur les cellules saines; effacant la

sélectivité que pouvaient avoir les biguanides seuls.

Les trois complexes biguanideiridium 5d-5f ciblent les mitochondries avec une cinétique

tres rapide, puisque nous avons pu les imager dés 30 minutes au sein des mitochondries.

De plus, apres 24h, les complexes biguanidéridium sont toujours dans les mitochondries,
témoignant du fait que lacelluld WU k 1t qWGet W3O WG 13t 2 1 WD JWwo it Wi dR
Glel WaqY+RARQqij WUt qWGI YGYUNRijUWOWx KRGeNWII RUIWI ij ¢
complexe Ir(ppy}, a révélé que ce type de structure cible déja & mitochondries. En

revanche, ce type de complexe présente des problemes de solubilité dans le milieu de

culture cellulaire, et ne peut donc étre utilisé que de maniéere limitée pour des tests vitro.

En somme, la complexation avec les ligands biguanides permet de pallier les problemes de

t Yie ARORqij AWWUOWGHO 2t Wl kctt el Ul WINWWHRAGENDIIWT It U

cancéreuses.
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Chapitre 6 T Conclusions et perspectives

6.1. Conclusions générales

Les travaux réalisésYUqW Gl GRY W T kKeGGY!l qll W T XYW UYe 2100 L
iminoguanidines, diiminoguanidines, et leurs applications dans le traitement du cancer du

pancréas. Endn nJgqAWdc¢ Wt ! Oqdé Lt WWT YWTI e +#Wt il RIY WT kK RG
portant des chaines latérales aromatiques, polycycliques aromatiques et hétérocycliques

nous a permis de mettre en lumiére la relation structureactivité, etdk RURqRIJI W& K ij G 2 AR
GijACURt GUWI k¢cHqRYUWI WGt WRYAGGYLt it 1O

Parmi les diiminoguanidines2a-2n synthétisées, la majorité des composés était associée a

des valeurs de G dans le bas micromolaire. Particulierement, les composés

Gijqij | YHRH! HGRe IJt W Wt YUOqWe 2§11 ij+ WKal WG WGG et W
latérales. Le composé le plus efficace fut le composé?j, soit celui portant des chaines

latérales imidazoles, suivi du2l portant les chaines latérales pyroles, et dw2k portant les

chaines latérales pyridines. Ces trois composés furent également aex associés aux
GURGOGUe!l + WRUT RADY WT YWt ijalHqR2 Raij H.ULesladted) q W T 2 1
HYOGGYt ijt WOk YUqWGet WGH ijt WUOqij Wl « RUT RAIIE WIT 1JWH §j G 13
Nous avons pu établir une relation entre la lipophilie des molécules et leur activité
antiproliférative. En effet, la large gamme de logP dans laquelle se situaient les composés
2a-2nUYet We WGWI Rt W ywrYURG:2 | DWhue k 2 UWG Y DAL 2 Gij ||
plus importantes; les molécules sont trop lipophiles pour traverser la membrane cellulaire

de maniére optimale.

]l egUWE WGl + WGI YGI Rijqijt WIkijGRt+ RYUWIT JWnde VYl
RG¢NijIt WI¢Ut WaWt WRPGGadt aWUYet WGWI GWqaqc Uaqlul K



ces molécules ciblent les mitochondries dans les trente premieres minutes de traitement,
DalWwt YOqWUWURYI JWGI jjt JUqUt WeGl Lt W=nédWt RDURNRE (
éliminer, et que leur action est donc prolongée. Aussi, le traitement combinéau 2-
Tijt Y¥! DierAYt DAWa UWRUSGRARqe | WT YWadcwna! #YaG! + 17

mécanistique; les diiminoguanidines agissent sur la chaine respiratoire mitochondriale.

En raison de lafaible sélectivité de la plupart des diiminoguanidines synthétisées dans le

cadre du Chapitre 2, nous nous sommes intéressés dans le Chapitre 3 a la synthese

T kRGRUYNezc¢URT ROVt WGY!I q¢UqUadt WG KaWt Weée RUIIE W
0 RHI 1JIOW % propaéét Ehtipfolifératives de ces nouvelles iminoguanidines nous a

GUIl ORt W wweYURG2! W 21 Wik RAGY! q¢ URIWI 2 WG Y aqRnN LW

Parmiles composés3a-3n, seuls les composés3c-3h, soient ceux dont le logP était compris
entre 0,86 et 2,44, ont présenté des valeurs de &inférieures a 20 uM. Particulierement, les
iminoguanidines portant les chaines latérales phénanthrene 3g) et pyrene 8h) furent
associés a des valeurs de G} respectives de 3,1 pM et 4,2 pM. La ou les molécules trop
lipophiles ne pouvaient pas traverser la membrane cellulaire de maniére optimale dans le
Chapitre 2, la méme tendance a pu étre observée pour les matéles trop hydrophiles dans
cette série. En effet, les molécules ayant un logP inférieur ou égal a 0,63 furent toutes

associées a des valeurs de G} supérieures a 100 uM.

Bien que certains composeés fussent liés a une activité antiproliférative intéressante, aucun
TkPWD0ql W We+W Uk WDt qW et t YRHRijWewWwWT W3t wWwRUOITRAIE WTI
iminoguanidines sont encore plus toxiques que leurs analogues diiminoguanidines sues

cellules saines. En somme, le motif guanidine libre ne permet pas une meilleure sélectivité.

x JWaijAHc URY G UWI kcHqRYUWT DWHPY WRGRUYNe2c¢ URT RUIIY
maniere que dans le Chapitre 2, la microscopie par fluorescence nous a permis de constater

que les composés atteignent également les mitochondries dans les trente premiéres

minutes de traitement, et y sont toujours présentes aprés 24h. Encore une fois, la cellule

Uk Dt quWGet Wwuowaut el YWI kijdRAGRUNI WaWt WRAGRUYNac¢ UF

concentration. Ces composés exercent, comme leurs analogues diiminoguanidinesune
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action sur la chaine respiratoire mitochondriale. Néanmoins, ¢ motif guanidine libre étant
HCGCHOUWI kijg¢cHIGRI WTI ¢2¢UqenWl JWGEYUaqt WE! T 1 YNL
RUqUI ¢nNRtt W0qWec2UAWGHO2t RDe |l + WHYAGGYt ¢ Uqt WI JWG ¢

cellules saines également.

Considérant les propriétés biologiques intéressantes des diiminoguanidines et
iminoguanidines dans le cadre du traitement du cancer du pancréas, nous avons étendu nos
recherches et étudié les propriétés antibactériennes de ces derniéeres. En effet, nos
molécules étant cationiques et amphiphiles, nous envisagions un éventuel ciblage des

membranes bactériennes chargées négativement.

Parmi les diiminoguanidines, seule |&2b possédant des chaines latéralesp-fluorophényles
fut associée a des valeurs de CMI90 de 35 pg/mL sur I84RSAet 30 pg/mL sur lesVRE
Toutes les autres molécules ne furent associées a aucune activité antibactérienne. La
b1 U6 Lt 1JWT k 2bled ¥ fiber Bri pdsitienditho ou méta a révélé que la position
méta est a favoriser pour avoir une bonne activité antibactérienne sur les souches de

bactéries Gram (+) et Gram-{.

Parmi les iminoguanidines, seule la molécule3e, soit celle portant la chaine latérale 3,5
bis(trifluorométhyl)phényle fut associée a une valeur de CMI90 de 60 pg/mL sur I&scoli.

Les autres iminoguanidines ne furent associées a aucune activité antibactérienne sur les

ql YRt Wt YeHSIt Wijagel Rij It OW B& portant (Hesd drdupémendtsk ¢ U¢ 0 Y
trifluorométhyles en ortho, méta ou paraa permis de mettre en lumiére que la positiorortho

est a favoriser pour avoir une bonne activité antibactérienne a large spectre.

En somme, les diiminoguanidines2a-2n et iminoguanidines 3a-3n portant des chaines
latérales aromatiques, polycycliques aromatiques et hétéroaromatiques sont de bons

candidats anticancéreux, mais pas de bons candidats antibactériens.

Nous avons par la suite synthétisé des iminoguanidines et diiminoguanidines portant des
chaines latérales alkyles de longueurs variables, afin de statuer sur la relation entre la
H6cRUNDWGCEqijl ¢cNWUqWik ¢cHaqR2Rqij Weé UaqRdd buytes, | R1IJU U L.

hexyles, octyles et décyles.
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Parmi les huit molécules alkylées, seule la diiminoguanidine portant des chaines latérales

octyles fut associée a une activité antibactérienne sur les trois souches étudiées.
Particulierement, cette molécule 4l présentait une CMI90 de 8 pg/mL sur le¥RE et 18

pg/mL sur lesk.coli. Cette valeur de CMI9O0 sur lek.coliest tres encourageante considérant

que la CMI90 du BAC, un désinfectant commercial portant également une chaine octyle, est

de 25 pg/mL. Ce résultat confirme ce qui a pu étre constaté dans dedtudes précédentes, a

t ¢2YRI Wheke UWaYaijH2GWDWGY! qe UqWl We $WHGE¢RUIE WY

meilleure activité antibactérienne.

EOnRUAWT ¢ Ut WaWwwHeT 1 JWT k2 UWG!I YTUqWUUWHYGGEHYI
Nouveau7 | 2 Ut s RAt AWI0UYet We2VYUt Wijgel RijjWiIkcecHaqR2Rqij WE
iridium sur des cellules cancéreuses pancréatiques. Le bude cette étude était de conclure

tue¢ UquWe Wik ROqij| KWl DWW ¢ WHYAGGUIU+F¢ecqRYUWT ¢ Ut Wie¢ L
cellules saines.

Bien que la formation des complexes biguanideridium ait permis de diminuer les valeurs

de Ckosur les cellules cancéreuses par rapport aux ligands biguanides seuls, les valeurs de

CCso sur les cellules saines ont également diminué, réduisant de ce fait la sélectivité.
Néanmoins, les propriétés de fluorescence des complexes nouvellement formés ont permis

T KRGENI Wa Wt WHYGGY!t ijt Wee Wt WRUWI Ut WA RqYHSEYUT I R
NYet WHIt Wl ¢c2¢e+Wqijd YRNPUWUOqUWT DWaKk RAGY! q¢ URII LW

biologiques, particulierement pour le traitement du cancer du pancréas.
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6.2. Perspectives

6.2.1. Les diiminoguanidines comme agents anticancéreux

Considérant les propriétés antiprolifératives importantes du compose€2j, et les indices de

sélectivité associés atteignant plus de 600 pour les KP4 par rapport aux cellules saines, il est

trés envisageable de le testein vivaOll RUt RAWRG Wt Wl ¢ RqWRUqij | 3t + ¢ U
réponse de souris porteuses de xénogreffes de tumeurs pancréatiques a un schéma de
traitement au 2J)OLUN Y 2 qWIT Kk ¢ AYI T AWU0VYet WGYel | RYUt WTijqldl R
puis par la suite les effets secondaires éventuellemehengendrés. La quantification du

composé 2j dans les liquides et tissus biologiques, grace a des analyses par LCMS ou
MALDI~EAWUOYet WGWI GWaqql ¢cRIUqWT ke2YRI WIT Ut WRUNYI ¢
GKijOROGRUCqRYOWT IWHIWI I URWI KO

OYURDI UcUqWiakijagel JWI e2WaijHcURt GUWI Kk cHaqRYUOWT 131 L
Tijgqull ROV WGI ij ARt j o UqWd Wt RguWl «k RUqWI ¢ HqRY UL
mitochondriale. En effet, cette derniere est composée de plusieurs complexesPour ce

faire, nous pourrions réaliser des expériences de Western Blot en utilisant le cocktalil
TkecUqRHAYI Gt WsAAc§EWNe RUAYUqRWUqWd Ut We UqRAEYI G
Cette expérience nous permettrait ainsi de détecter quel complexe a été tint. Les

biguanides, autres dérivés de guanidines, sont connus pour cibler le complexe | de la chaine
respiratoire mitochondriale.®” 106198 208 Nous pourrions ainsi savoir si les diiminoguanidines

ciblent également le complexe | et si, par conséquent, le motif guanidine est impliqué dans

cette interaction.

Aussi, considérant que les molécules les plus efficaces de la sérida-2n, et également les
plus sélectives, étaient celles portant des chaines latérales hétérocycliques azotées, il
b 31 ¢RaqWRUqi ! Wt ¢UqWl YWt ! UqéijqRY I W kceql It W R

de ce type. Nous pourrions réaliser une étude de la ref@n structure-activité de
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diiminoguanidines portant des chaines latérales pyroles, imidazoles et triazolegFigure
6.1.). En effet, les deux composés les plus efficaces de notre série portaient des chaines
Geaqijl ¢t WRART ¢cAYO Ut WUqWG! | YOIt OWF oWt WGHGIWT

azotés a cing membres soit pertinente.

HN\/K/ \/]\/NH HN NH
= N N S = N N =
= \NJJ\N/ NS Z \N)J\N/ N

H H H H
HN,N:N JT HCl N:N\NH HN/:N NH .HCI N';\NH
= N\ N\/[\\\/ N 4K\/N\ )L /N\/k\ /
\/l\ﬁ NT N X N ZaY NTOX N
H H H H

Figure 6.1. : Structures des diiminoguanidines envisagées portant des chaines latérales

imidazoles, pyroles et triazoles

6.2.2. Les iminoguanidines comme agents anticancéreux et cibleurs de

mitochondries

Les iminoguanidines3c-3hd lWUHR I U W k Wnn RA¢ HIJY WHYUq! JWaT It WHL
toxiques pour envisager de poursuivre les études vivaOll ij ¢ UG YRUt AdWGk YGqRG
HE6cRUDY Wacaqijl callt AllqYeqWROWNel T ¢UqWaWHY!I Gt WR
la sélectivité. Afin de cibler davantage les cellules cancéreuses, plusieurs stratégies

peuvent étre mises en placeffigure 62.b Ol Yeat WGYel | RYUt WaqVYe qWl k¢ HY
des groupements ciblant les cellules cancéreuses spécifiquement. Asi, hous pourrions

ajouter par exemple le peptide RGD (argininglycine-aspartate). Ce peptide, reconnu par

les récepteurs a intégrines, est particulierement utile pour cibler les cellules cancéreuses

car elles expriment davantage de récepteurs a intégres que les cellules saines. Dirigeant

nos iminoguanidines vers les cellules cancéreuses préférablement, cette stratégie

permettrait de minimiser la toxicité sur les cellules saines?**2° De la méme maniére, on
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pourrait imaginer ajouter le motif mannose sur nos chaines latérales. En effet, les cellules
canceéreuses surexpriment les récepteurs au mannose égalemert?** Nous pourrions
enfin encapsuler ces iminoguanidines dans des nanoparticules portant a leur surface des

GYqRnt W #RHGCcUqt AW ¢nROW ek Wadalt wopw+ YROUqW @

cancéreuses 24215
OH
HO/O
HO Mannose
espaceur—\\ HO
/\ﬂ/ N N= NH O-——espaceur ——\
Peptide RGD NH2 N—NH
eptide HN HCl 2 NH,
AN Hel

Motif ciblant

Figure 6.2.: Eql ¢ qij DRIJt WIWU2Rt ¢ Nij It WGYel Wik YGaqRGRH

Aussi, les iminoguanidines3f-3h portant des chaines latérales polycycliques aromatiques

GYal |l ¢cRUUqUWKaq!l Wle qRGRY ij It WHEYGGIW It WaGRaqVYal ¢ HE
elles ciblent les mitochondries en 30 min, et y sont encore aprés 24h, ce qui permettrait

I k 1nn 1J#H aradétieldans) ldl dukée. De plus, elles ne sont pas toxiques a 100 nM,
HYURUDUOq!l ¢cqRYUWe qRORY §jUWGYe !l WINNnPWHEg2 3 WOYH W+ C

molécules sont facilement synthétisables en grande quantité, en une seule étape,
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contrairement au mitotracker vert (MitoMark Green®) dont la structure est beaucoup plus
complexe Figure 6.3.6 FOWf G Wt J1 ¢ RqWI YURWRUqi ! K3ttt ¢O0qWl kK Innlk
Gl YGI Rijqijt W «kRG¢NUI RIUWIUq! WG JUBt-BhaqyY~c¢cl t W1 33U

Cl
Cl
Cl

Figure 6.3. : Structure du MitoMark Green®

6.2.3. Les iminoguanidines et diiminoguanidines comme agents

antibactériens

Au vu des propriétés antibactériennes de certaines diiminoguanidines et iminoguanidines

sur les bactéries Gram (+) et Gram-) étudiées dans le Chapitre 4, ikerait intéressant de

qllt qUl WHIH WHRYAGGYH it Wt el WI kceaql 3t W YeHGS It WHE Ha
Gcael RIYt WRUNWHqRU2t Ut WHY21 ¢ Uqt OWNYe qWl Kk cAYI T
composés sur des souches de streptocoques. En effet, cesdH qij | RIJt Wt YUqLWe W ¥
nombreuses pathologies pulmonaires chaque année, et sont de plus en plus résistantes aux
antibiotiques usuels également?%217 Pour les Gram {), nous pourrions tester nos

I RRGRUYNzc¢URT ROt W IInnRECcHBY WUJ 2213 t LT GIY 2l HUYKeoH 6130 &
Tk RUnUHEqRYUt WGE! qRA2GRLET WG WUqWN! ¢20F AWHY GG 1IJWG
nombreux scandales alimentaires depuis des décennies, est toujours la cause de décés ou

de pathologies longues durées#2°2 ¢ U+ WG I WI YaG ¢ RUWDWI It WRUNWHqRYU
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nous pourrions également nous intéresser aux bactéries Gram-)( de la famille des
entérobactéries, particulierement les salmonelles. Ces bactéries causent de nombreux cas
de salmonelloses parfois mortelles chaque année*2

NMRUWI Kk ¢ GGl YnYUT RI Wakijagel W YWOVYt wWeUqRACE Hqij | RI
biofilms des différentes souches de bactéries.Les biofilms sont des amas multicellulaires
T WWAHecHqij! RIY WeT 6ij1 BUqUIt WiI3Uaql 1JWIIG 3733% 118 Wodte W IR C
capables de se développer sur diverses surfaces, biologiques ou non. Les biofilms
| UGl ijt JUqUWUqWe UWG!I YAGL GWWGE! qRA2 O RLEI WaWUqWRGG
ont tendance a se développer a la surface des outils médicaux et des cathéte De plus, les
bactéries sous forme de biofiims sont plus résistantes que les bactéries sous forme

planctonique, et représentent donc un défi thérapeutique auquel il faut faire face.

)
o~

Finalement, UYet W GYel | RYUt Wijdc¢! DRI W aGWWt+ GUHaql W T
iminoguanidines en évaluant leurs propriétés antifongiques. En effet, de nombreuses
pathologies sont imputées aux levures, moisissures et dermatophyte&* Ainsi, nous
pourrions tester nos composés sur des souches connues comme le€andida albicans,

| 3t GYUt ¢ HG Y WT «k RUNWAEqRYUt WHe ®#AcCOWL aWNijURqc¢ T 13t
tkijagcRqWIT kecRGOGWel +t WRUqijI Dttijwewaewt ! Uqdélt yuw
T KkRGRUYNec¢URT ROVt WGY!I q¢UqUWaWWaGYaqRNLWaé6sRaY G6 L UL
voriconazole Figure 6.4.).22° Plusieurs des composés étudiés furent associés a des valeurs

T ywWo~f Wl Lt WHet + 3AWe RUY RWhek @ We UNWAYUOOWWY ijawl
diiminoguanidines et iminoguanidines ne conféraient aucune activité antibactérienne, elles

GYal | ¢ RIWUgUKigqr dJAUGT YA Dgqaqllet Wt WGYel We UdWe qqREORY ¢ q

NH
. Sl

o’ N NH,
H

Figure 6.4. : Structure des iminoguanidines antifongiques de Opsenica&t al.??®
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6.2.4. Les complexes biguanide -iridium

Bien que la toxicité sur les cellules saines ait été augmentée du fait de la complexation, nos

nouveaux complexes biguanideR| RT Ra G Wt YUqUWGI YGWaqaqlde | t HOWf G Wt 131
comportement en thérapie photodynamique??® Ce genre de traitement ciblé fait intervenir

GKRI | cCHROGRY D @Y ij Alc GG T ifitl Geog&ndrértume Gdxiétél IBoal®t ¢ U q A
(Figure 65.). Eneffet, G Y| t hve DWG DWHY G GY!t ij Wt qWRI | ¢T Rij AWRG W
jgcqWl+FHRqi OWOUNWGE! qRIJWT YWGkij U DRIJWIIt qId RHAIG
Gkij Ul DRUIWI RI RNWWacWaYadijredawz2 Il + wt YULWieqc q gl
est capablel Kk RUqIJI ¢ DRI W¢2PUHRWEGK Y+! DL Upbud dplced@iinkq WG ij t |
oxygene singuletCe dernier est un oxydanparticulierement réactif, capable de généredes

dommages intracellulaires, induisant de ce fait la mort de la cellle ciblée.

Cellule traitée au
photosensibilisant

Sy

102 *

Transfert d’énergie

302

So

Figure6.5.: ~ijj A#¢ URt GUWI k ¢ HqRYULWT WWd¢ Wadijl ¢ GRIJ
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Les complexes métalliquesAll G¢ | qRA2 G RLE 1 138 130 q W &¥ 48 sonitd Ga 1+ 1J
révélés étre de bons agents de thérapie photodynamiqueConsidérant le fait que nos

complexes biguanide-iridium ciblent les mitochondries et sont actifs a faible concentration,

on pourrait imaginer les tester a des concentrations inférieures a la &| mais en les irradiant

par la suite. Si leur efficacité était avérée, ils pourraient alors étre envisagés comme

T kij200qeJdt WenNWUaqt W DWadijl ¢cGRUWGEYqYT ! Uc¢cGRhe 1J
comme les cancers de la peau, évitant ainsi la chimiaixicité générale sur les cellules

saines.
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Experimental section

General information

All chemicals were purchased from Sigma Aldrich, Oakwood Chemicals, and Comidlocks
at their highest purity and were used without further purification. NMR spectra were recorded
on AVANCE II 400, Bruker AVANCE NEO 400, Bruker AVANCE 500, and Bruker AVANCE
spectrometers. Highresolution mass spectra (HRMS) and LCMS purity analysis were
performed on Agilent TOF instruments by the regional mass spectrometry center (University
of Montreal). Purifications of compounds4f-4m were carried out on a Waters pre.C-MS

(Quadrupole) system.

Synthetic procedures

N',2-di((E)-benzylidene)hydrazine -1-carboximidhydrazide hydrochloride (2a)
SUSLNe
/N\N)\N/N NS
H H

To a solution of e -digminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.2 mmol) dissolved in 10mL
of methanol was added benzaldehyde (0.366 ml2.4 mmol) dropwise. Reaction mixture was
stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated under
vacuo. A yellow powder was collected and triturated with acetone to give the desired product
as a white powder (193 mg, 53 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO) 12.32 (s, 2H), 8.54 (s, 2H), 8.46 (s, 2H), 7.99.90 (m, 4H), 7.55
T7.46 (m, 6H).

13C NMR (101 MHz, DMSO) 153.3, 149.3, 133.7, 131.2, 129.2, 128.3.

HRMS m/z [M+H] calculated for CisH16Ns, 266.1400; found 266.1396.
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LC-MS (ESI) tr= 7.7 min, purity = 99 %.

N',2-bis((E)-4-fluorobenzylidene)hydrazine -1-carboximidhydrazide hydrochloride (2b)

F\©\/ NH .HCI VQ/F

/N\”J\”/N ~

To a solution of e -diminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.2 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added p-fluorobenzaldehyde (0.39 mL,2.4 mmol) dropwise. Reaction
mixture was stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated
under vacuo. A yellowish oil was collected and triturated with acetone to give the desired
product as a white powder (207 mg, 61%).

IH NMR (400 MHz, DMS@s)* 12.36 (s, 2H), 8.57 (s, 2H), 8.45 (s, 2H), 8.04 (di; 8.7, 5.7
Hz, 4H), 7.35 (tJ= 8.8 Hz, 4H).

13C NMR (101 MHz, DMSGEG)+ 165.2,162.7, 153.3, 130.7, 130.6, 130.4, 130.4, 116.4, 116.1.
HRMS m/z [M+H] calculated for CisH14NsF,, 302.1212; found 302.1212.

LC-MS (ESI) tr= 7.9 min, purity = 100 %.

N',2-bis((E)-4-chlorobenzylidene)hydrazine -1-carboximidhydrazide hydrochloride (2c)

CI\@\/ NH .HCI VQ/CI

/N\”J\”/N ~

To a solution of e -diminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.2 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was addedp-chlorobenzaldehyde (506 mg,2.4 mmol). Reaction mixture was
stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated under
vacuo. A yellow oil was collected and triturated with acetone to give the desired product as
a white powder (338 mg, 76 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.43 (s, 2H), 8.62 (s, 2H), 8.45 (s, 2H), 8.00 (H; 8.6 Hz,
4H), 7.57 (d,J= 8.5 Hz, 4H).

13C NMR (101 MHzPMSO-d6)” 153.3, 148.1, 135.7, 132.7, 130.0, 129.3.
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HRMS m/z [M+H]} calculated for CisH14NsCl2, 334.0621; found 334.0628.
LC-MS (ESI) tr= 8.6 min, purity = 99 %.

N',2-bis((E)-3,5-dimethylbenzylidene)hydrazine -1-carboximidhydrazide hydrochloride
(2d)

NH .HCI

N\N N/N\
H H

=

To a solution ofN, Iliaminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.2 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added 3,5dimethylbenzaldehyde (0.48 mL 2.4 mmol). Reaction mixture
was stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated under
vacuo. A yellowish oil was collected and triturated with acetone to give the desired product
as a white powder (398 mg, 93 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.30 (s, 2H), 8.49 (s, 2H), 8.39 (s, 2H), 7.5 4H), 7.13(s,
2H), 2.34 (s, 12H).

13C NMR (101 MHz, DMS€116)é 153.1, 149.5, 138.3, 133.6, 132.7, 126.0, 21.2.

HRMS. m/z [M+H] calculated for Ci9H24Ns 322.2026; found 322.203.

LC-MS (ESI) tr= 9.0 min, purity = 99 %.

N',2-bis((E)-3,5-bis(trifluoromethyl)benzylidene)hydrazine -1-carboximidhydrazide
hydrochloride (2e)

CF3 CF3

/@\/ ll\lH - \/@\
N )\ N
F,C Z2 N N~ CF

H H :

To a solution of e -didminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.2 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added 3,5bis(trifluoromethyl)benzaldehyde (0.59 mL2.4 mmol). Reaction

mixture was stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated
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under vacuo. A white powder was collected and triturated with acetone to give the desired
product as a white powder (653 mg, 93 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.69 (s, 2H), 8.90 (s, 2H), 8.71 (s, 2H), 8.60 (s, 2H), 8.20 (s,
2H).

13C NMR (101 MHz, DMS@i6)” 136.6, 131.4, 128.6, 124.9, 123.7, 122.27, 83.9.

HRMS: m/z [M+H] calculated for Ci9H12F12Ns, 538.0896; found 538.0903.

LC-MS (ESI) tr= 10.3 min, purity = 99 %.

(B)-N'-((B)-naphthalen -2-yImethylene) -2-(naphthalen -2-ylmethylene)hydrazine -1-
carboximidhydrazide (2f)

fl\lH.HC|
/N\N)\ /N NS

N
H H

To a solution of e -didminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.2 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added 2naphtaldehyde (562 mg2.4 mmol). Reaction mixture was stirred
at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated under vacuo. A
yellowish solid was collected and triturated with acetone to give the desired product as a
white powder (377 mg, 78 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.49 (s, 2H), 8.65 (s, 4H), 8.33 (dd= 13.6, 4.9 Hz, 4H), 8.10
T7.92 (m, 6H), 7.61 (pJ= 5.4 Hz, 4H).

3C NMR (101 MHz, DMS@i6)* 153.2, 149.5, 134.5, 133.1, 131.5, 130.3, 128.9, 128.8,
128.3, 127.9, 127.3, 123.7.

HRMS. m/z [M+H] calculated for Cz3sH20Ns 366.1713; found366.1722.

LC-MS (ESI) tr= 8.3 min, purity = 99 %.
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(E)-N'-((E)-phenanthren -3-ylmethylene) -2-(phenanthren -3-ylmethylene)hydrazine -1-
carboximidhydrazide hydrochloride (29)

‘O TIH - ‘O
v Mo
Z NN

H H

To a solution of e -didminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.2 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added phenantrene9-carboxaldehyde (618 mg,2.4 mmol). Reaction
mixture was stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated
under vacuo. An offwhite powder was collected and triturated with acetone to give the
desired product as an offwhite powder (110 mg, 18 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.51 (s, 2H), 9.45 (s, 2H), 9.068.94 (m, 2H), 8.92 (dJ= 8.1
Hz, 2H), 8.75 (s, 2H), 8.72 (s, 2H), 8.59 (dik 6.4 Hz, 3.2 Hz, 2H), 8.16 (d= 6.9 Hz, 2H), 7.80
(dddd, J= 15.8 Hz, 14.7 Hz, 6.2 Hz, 1.6 Hz, 8H).

13C NMR (101 MHz, DMSGdG)+ 153.0, 131.2, 131.0, 130.5, 129.9, 129.4, 128.6, 128.1,
127.9, 127.7, 124.5, 124.2, 123.5.

HRMS. m/z [M+H]} calculated for Cs:H24Ns 466.2026; found 466.2026.

LC-MS (ESI) tr= 9.4 min, purity = 97 %.

(B)-N'-((B)-(3al1,5al-dihydropyren -1-yl)methylene) -2-(pyren-1-ylmethylene)hydrazine -1-
carboximidhydrazide hydrochloride (2h)

N )\ N
— \N H/ NS

H

To a solution of e -diminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.2 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added pyrenel-carbaldehyde (829 mg,2.4 mmol). Reaction mixture was

stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated under
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vacuo. A strong yellow powder was collected and triturated with acetone to give the desired
product as a green powder (337 mg, 52 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.60 (s, 2H), 9.79 (s, 2H), 9.07 (d= 8.2 Hz, 2H), 8.80 (s,
2H), 8.63 (d,J= 9.5 Hz, 2H), 8.5G 8.34 (m, 8H), 8.30 (qJ= 9.0 Hz, 4H), 8.15 (t)= 7.6 Hz, 2H).
3C NMR (101 MHz, DMS@i6)” 132.9, 131.2, 130.5, 129.7, 129.4, 129.2, 127.8, 127.1,
126.7, 126.4, 126.4, 125.6, 124.4, 124.2, 122.1.

HRMS. m/z [M+H] calculated for CssH24Ns 514.2026; found 514.202.

LC-MS (ESI) tr=9.9 min, purity = 98 %.

(BE)-N'-((E)-thiophen -2-ylmethylene) -2-(thiophen -2-ylmethylene)hydrazine -1-
carboximidhydrazide hydrochloride (2i)

/ \ ll\lH.HCI ’ \
%N\H)\H/N@

To a solution of e -diminoguanidine hydrochloride (100 mg, 0.8 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added thiophenecarboxaldehyde (0.149 mL1,.6 mmol) dropwise. Reaction
mixture was stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated
under vacuo. An orange oil was collected. It was triturated in acetone, filtered, washed, and
the desired product was obtained as an orang powder (86 mg, 34%).

IH NMR (500 MHz, DMS@i6)* 12.29 (s, 2H), 8.65 (s, 1H), 8.24 (s, 2H), 7.79 (tk 5.0 Hz,
2H), 7.62 (dd,J= 3.6, 0.9 Hz, 2H), 7.19 (ddl= 5.0, 3.6 Hz, 2H), 3.40 (s, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMS@i6)” 152.6, 144.5, 137.8, 132.7, 130.8, 128.4.

HRMS. m/z [M+H]} calculated for C1:H12NsS,, 278.0529; found 278.0530.

LC-MS (ESI) tr= 7.1 min, purity = 100 %.
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(B)-2-((1H-imidazol -2-yl)methylene) -N'-((E)-(1H-imidazol -2-yl)methylene)hydrazine -1-
carboximidhydrazide hydrochloride (2j)

NH .HCI

7\ NN

To a solution of e -didminoguanidine hydrochloride (100 mg, 0.8 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added imidazole2-carboxaldehyde (231 mg, 1.6 mmol). Reaction mixture

was stirred at room temperature for 24h. It was then concentrated under vacuo. A yellow
solid was cdlected. It was triturated in water, filtered, washed, and the desired product was

obtained as a beige powder (30 mg, 15%).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.53 (s, 4H), 7.97 (s, 2H), 7.38 (s, 2H), 7.26 (s, 4H).

13C NMR (126 MHz, DMS@l6)” 144.3, 133.5, 123.9.

HRMS. m/z [M+H] calculated for CoH12Ny, 246.1210; found 246.1220.

LC-MS (ESI) tr= 7.0 min, purity = 100 %.

(B)-N'-((B)-pyridin -2-ylmethylene) -2-(pyridin -2-ylmethylene)hydrazine -1-
carboximidhydrazide hydrochloride (2k)

SN eNe

< ve M e s

N Z N N N
H H

To a solution of e -diminoguanidine hydrochloride (100 mg, 0.8 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added pyridine2- carboxaldehyde (228 pL, 1.6 mmol) dropwise. Reaction
mixture was stirred at room temperature for 24h. It was then concentrated under vacuo. A
yellow solid was collected. It was triturated in acetone, filtered, washed, and the desired
product was obtained as a yellow powder (87 mg, 36%).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.73 (s, 2H), 8.75 (s, 2H), 8.68.66 (d,J= 4Hz, 2H), 8.52 (s,
2H), 8.488.40 (d,J= 8Hz, 2H), 8.007.96 (t,J= 7.2 Hz, 2H), 7.527.49 (t,J= 4.8 Hz, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMS@i6)” 152.5, 149.7, 137.8, 125.5, 121.9.

HRMS m/z [M+H] calculated for C,3H14N7, 268.1305; found 268.1315.
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LC-MS (ESI) tr= 7.6 min, purity = 100 %.

(B)-2-((1H-pyrrol -2-yl)methylene) -N'-((E)-(1H-pyrrol -2-yl)methylene)hydrazine -1-
carboximidhydrazide hydrochloride (2I)

/ \ ll\lH .HCI ’ \

To a solution of e -didminoguanidine hydrochloride (100 mg, 0.8 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added pyrole2- carboxaldehyde (348 mg, 1.6 mmol). Reaction mixture was
stirred at room temperature for 24h. It was then concentrated under vacuo. A brown solid
was collected. It was triturated in DCM, filtered, washed, and the desired product was
obtained as a kaki powder (159 mg, 71%).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.69 (s, 2H), 11.80 (s, 2H), 8.24 (s, 4H), 7.05 (s, 2H), 6.52 (s,
2H), 6.156.14 (m, 2H).

13C NMR (126MHz, DMSO-d6)” 152.8, 139.7, 127.5, 123.0, 114.2, 109.8.

HRMS. m/z [M+H]} calculated for C1:H14N7,244.1305; found 244.135.

LC-MS (ESI) tr= 6.4 min, purity = 97 %.

(B)-2-((1H-indol -6-yl)methylene) -N'-((E)-(1H-indol -6-yl)methylene)hydrazine -1-
carboximidhydrazide hydrochloride (2m)

(/@\/ ’|\1H e m
N )\ N s

N ~ - N
N ZZ2 NN N

H H
To a solution of e -diminoguanidine hydrochloride (100 mg, 0.8 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added indole5-carboxaldehyde (348 mg, 1.6 mmol). Reaction mixture was
stirred at room temperature for 24h. It was then concentrated under vacuo. A pink solid was

collected. It was triturated in DCM, filtered, washed, and the desired product was obtained

as a pink powder (256 mg, 68%).
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IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.04 (s, 2H), 11.49 (s, 2H), 8.48 (s, 2H), 8.32 (s, 2H), 8.03 (s,
2H), 7.827.80 (d,J= 8.5 Hz, 2H), 7.50 (s, 2H), 7.48 (s, 2H), 7.44 (s, 2H), 6.54 (s, 2H)

13C NMR (126 MHz, DMS@l6)” 131.0, 127.1, 122.3, 120.7, 112.6, 102.5

HRMS: m/z [M+H]} calculated for Ci9H1sN7, 344.1618; found 344.1629.

LC-MS (ESI) tr= 7.7 min, purity = 97 %.

(BE)-N'-((E)-pyrimidin -5-ylmethylene) -2-(pyrimidin -5-ylmethylene)hydrazine -1-
carboximidhydrazide hydrochloride (2n)

N N
r/\J\/ TIH - \Q
N N )\ N N

NS Z \N N/ NS N
H H

To a solution of e -diminoguanidine hydrochloride (100 mg, 0.8 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added 5fornylpyrimidine (260 mg, 1.6 mmol). Reaction mixture was stirred
at room temperature for 24h. It was then concentrated under vacuo. A yellow solid was
collected. It was triturated in DCM, filtered, washed, and the desired product was obtained
as a yellow powder (127 mg, 53%).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.70 (s, 2H), 9.37 (s, 4H), 9.26 (s, 2H), 8.77 (s, 2H), 8.50 (s,
2H).

13C NMR (126 MHz, DMS@i6)* 159.4, 156.3, 143.6, 128.3

HRMS. m/z [M+H] calculated for C1:H12Ng 270.1210; found 270.120.

LC-MS (ESI) tr= 7.6 min, purity = 98 %.

(E)-2-benzylidenehydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (3a)
©\/ rlle Hcl
A,

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.35 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added benzaldehyde (0.271 mL1.35 mmol) dropwise. Reaction mixture was

stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated under
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vacuo. A yellow oil was collected and triturated with acetone to give the desired product as
a white powder (154 mg, 64 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.22 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 7.87 (dd= 6.3, 3.0 Hz, 6H), 7.54
77.29 (M, 3H).

13C NMR (101 MHz, DMS@l6)” 156.0, 147.1, 133.8, 130.9, 129.1, 128.0.

HRMS: m/z [M+H]} calculated for CsH1:N4, 163.0978; found 163.0975.

LC-MS (ESI) tr= 6.8 min, purity = 100 %.

(B)-2-(4-fluorobenzylidene)hydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (3b)

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.35 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added p-fluorobenzaldehyde (0.29 mL,1.35 mmol) dropwise. Reaction
mixture was stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated
under vacuo. A yellow oil was collected and triturated with acetone to give the desired
product as a white powder (261 mg, 84 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.18 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 7.987.92 (m, 2H), 7.87 (s, 4H),
7.30 (t,J= 8.9 Hz, 2H).

13C NMR (101 MHz, DMS€116)é 165.0, 162.5, 156.0, 145.9, 130.3 (dJ= 8.6 Hz), 116.3,
116.0.

HRMS: m/z [M+H] calculated for CsH1oN4F 181.0884; found 181.0871.

LC-MS (ESI) tr= 7.3 min, purity = 99 %.
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(E)-2-(4-chlorobenzylidene)hydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (3c)

CI\@\/ NH _HCI

/N\HJ\NH2

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.35 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added p-chlorobenzaldehyde (381 mg,1.35 mmol). Reaction mixture was
stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated under
vacuo. A yellow oil was collected and triturated with acetone to give the desired product as
a white powder (175 mg, 56 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.13 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 7.92 (d= 8.5 Hz, 2H), 7.86 (s,
4H), 7.53 (d J= 8.5 Hz, 2H).

13C NMR (101 MHz, DMS@i6)” 155.9, 145.9, 135.4, 132.8, 129.7, 129.2.

HRMS. m/z [M+H] calculated for CsH10N4Cl 197.0589; found 197.0568.

LC-MS (ESI) tr= 8.0 min, purity = 100 %.

(B)-2-(3,5-dimethylbenzylidene)hydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (3d)

NH .HCI

N
ZN NH,
H

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.35 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added 3,5dimethylbenzaldehyde (0.356 mL,1.35 mmol). Reaction mixture
was stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated under
vacuo. A yellowish oil was collected and triturated with acetone to give the desired product
as a white powder (169 mg, 62 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.10 (s, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.81 (s, 4H), 7.48 (s, 2H), 7.08 (s,
1H), 2.31 (s, 6H).

13C NMR (101 MHz, DMS@l6)” 155.8, 147.4, 138.2, 133.7, 132.4, 125.7, 21.2.

HRMS m/z [M+H] calculated for CioHisN4, 191.1291; found 191.1275.

LC-MS (ESI) tr= 6.9 min, purity = 100 %.
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(B)-2-(3,5-bis(trifluoromethyl)benzylidene)hydrazine -1-carboximidamide
hydrochloride (3e)

CF3

NH .HCI
NP
FsC ~Z2 NH,

N
H

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.35 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added 3,5bis(trifluoromethyl)benzaldehyde (0.450 mL1.35mmol). Reaction
mixture was stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated
under vacuo. A yellowish oil was collected and triturated with acetone to give the desired
product as a white powder (366 mg, 81 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.41 (s, 1H), 8.64 (s, 2H), 8.37 (s, 1H), 8.13 (s, 1H), 8.00 (s,
4H).

13C NMR (101 MHz, DMS@i6)” 156.0, 144.2, 136.8, 131.3, 130.9, 128.5, 125.0, 122.3.
HRMS: m/z [M+H] calculated for C1oHgN4Fs,299.0726; found 299.0741.

LC-MS (ESI) tr= 8.0 min, purity = 100 %.

(BE)-2-(naphthalen -2-ylmethylene)hydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (3f)

NH .HCI

/N\HJ\NH2
To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.35 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added 2naphtaldehyde (422 mg1.35mmol). Reaction mixture was stirred at
80°C for 6h. A white precipitate in a yellow solution was obtained. It was filtered, washed
with acetone and dried under vacuo. The desired product was collected as a white powder
(157 mg, 47 %).
IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.18 (s, 1H), 8.36 (s, 1H), 8.21 (d= 9.9 Hz, 2H), 7.97 (dd]
=8.7,4.6 Hz, 3H), 7.87 (s, 4H), 7.627.51 (m, 2H).
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3C NMR (101 MHz, DMS@i6)” 155.9, 147.2, 134.3, 133.1, 131.7, 129.9, 128.8, 128.7,
128.2, 127.8, 127.2, 123.5.

HRMS. m/z [M+H] calculated for Ci,H13N4 213.1135; found 213.1147.

LC-MS (ESI) tr= 7.0 min, purity = 98 %.

(BE)-2-(phenanthren -2-ylmethylene)hydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (3g)

N )\
ZN NH,

H

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.35 mmol) dissolved in 10 mL of

methanol was added phenantrene-9-carboxaldehyde (278 mg, 1.35 mmol). Reaction

mixture was stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated

under vacuo. A yellowish oil was collected and triturated with acetone to give the desired

product as a \ellow powder (226 mg, 50 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@d6)* LUN = ION = Wbit S LN ¢ 5SPDUMIAME 8183 (dFFBIR ¢ b A LY +
Hz, 1H), 8.61 (dtJ= 5.9, 2.5 Hz, 1H), 8.55 (s, 1H), 8.1(8.05 (m, 1H), 7.90 (s, 4H), 7.827.66

(m, 4H).

13C NMR (101 MHz, DMS@i6)" IWUNP ®OZ AWLNPPIOOAWNMZ OY AWNONIOMSA LW |
128.8, 128.1, 127.8, 127.8, 127.6, 124.9, 124.0, 123.5.

HRMS. m/z [M+H] calculated for Ci6H1sN4, 263.1291; found 263.1303.

LC-MS (ESI) tr= 7.8 min, purity = 97 %.
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(BE)-2-(pyren-2-ylmethylene)hydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (3h)

BN
Z2N NH,

H

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.35 mmol) dissolved in 10 mL of

methanol was added pyrenel-carbaldehyde (311 mg, 1.35 mmol). Reaction mixture was

stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated under

vacuo. A yellowsh oil was collected and triturated with acetone to give the desired product

as a yellow powder (243 mg, 56 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@16)" LUN = IO= MWbit A WNc b SlH 200 PH)L8.59 (N c b A WY
= 9.4 Hz, 1H), 8.37 (dd)= 5.1 Hz, 4H), 8.27 (dd)= 8.9 Hz, 2H), 8.14 ()= 7.6 Hz, 1H), 7.96

(s, 4H).

13C NMR (101 MHz, DMSGdG)+ WNPPRYAWNMNOPLOAAWNO=KT AWNONIK=4A WI
127.1, 126.7, 126.5, 126.3, 125.5, 125.1, 124.4, 124.2, 122.3.

HRMS. m/z [M+H] calculated for CisH1sN4, 287.1291; found 287.1304.

LC-MS (ESI) tr= 7.9 min, purity =98 %.

(E)-2-(thiophen -2-yImethylene)hydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (3i)

(/I/N )ll\li.HCI

S = \H NH,
To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (100 mg, 0.9 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added thiophenecarboxaldehyde (0.169 mLQ.9 mmol) dropwise. Reaction
mixture was stirred at room temperature for 24h. It was then concentrated under vacuo. An
orange oil was collected. It was dissolved in acetonitrile and extracted with water. The

aqueous phase was collected, evaporated and dried mder vacuo giving a very hygroscopic
white foam (67 mg, 36 %).
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IH NMR (500 MHz, DMS@i6)* 12.10 (s, 1H), 8.41 (s, 1H), 7.74 (d= 5.0 Hz, 1H), 7.68 (s,
4H), 7.56 (ddJ= 3.6, 0.9 Hz, 1H), 7.16 (dd}= 5.0, 3.6 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMS@l6)” 155.5, 142.6, 138.0, 132.2, 130.30, 128.3.

HRMS m/z [M+H} calculated for CsHsN4S 169.0542; found 169.0540.

LC-MS (ESI) tr= 8.4 min, purity = 100 %.

(B)-2-((1H-imidazol -2-yl)methylene)hydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (3j)

NH .HCI

/N
<”\J\¢N\HJ\NH2

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (100 mg, 0.9 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added imidazole 2-carboxaldehyde (0.133 mL0.9 mmol) dropwise. Reaction
mixture was stirred at room temperature for 24h. It was then concentrated under vacuo. A
water/ethyl acetate extraction was performed. Organic layer was collected, concentrated
and an orange powder was obtaine@28 mg, 17 %)

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 8.26 (s, 1H), 8.117.99 (m, 6H), 7.21 (s, 2H).

13C NMR (101 MHz, DMS€116)é 156.1, 142.8, 136.7, 130.0, 124.8.

HRMS. m/z [M+H] calculated for CsHsNs 153.0883; found 153.0884.

LC-MS (ESI) tr= 2.8 min, purity = 95 %.

(B)-2-(pyridin -2-yImethylene)hydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (3k)

7 | NH .HCI

|
~
N~ NH
H 2

X N
N =

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (100 mg, 0.9 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added pyridine2-carboxaldehyde (0.171 mL0.9 mmol) dropwise. Reaction
mixture was stirred at room temperature for 24h. It was then concentrated under vacuo. A
water/ethyl acetate extraction was performed. Aqueous layer was collected, concentrated

and a yellow powder was obtained28 mg, 16 %)
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IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.36 (s, 1H), 8.67r 8.61 (m, 1H), 8.30 (dJ= 8.0 Hz, 1H),
8.22 (s, 1H), 8.04r 7.86 (m, 4H), 7.53r 7.46 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMS@l6)” 155.9, 152.2, 149.3, 146.4, 138.1, 125.4, 121.7.

HRMS: m/z [M+H] calculated for C;H10Ns, 164.0931; found 164.0932.

LC-MS (ESI) tr= 4.7 min, purity = 95 %.

(B)-2-((1H-pyrrol -2-yl)methylene)hydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (3l)
/ \ Il\lH .HCI

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (100 mg, 0.9 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added pyrole2-carboxaldehyde (0.129 mL,0.9 mmol) dropwise. Reaction
mixture was stirred at room temperature for 24h. It was then concentrated under vacuo. A
water/DCM extraction was performed. Aqueous layer was collected, concentrated and a
dark brown glassy solid was obtained32 mg,19 %)

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 11.70 (s, 1H), 11.55 (s, 1H), 7.99 (s, 1H), 7.83.34 (m, 4H),
7.04 (d,J= 1.2 Hz, 1H), 6.52 6.47 (m, 1H), 6.14 (dJ= 3.4 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMS@l6)” 155.7, 138.4, 127.5, 122.8, 113.8, 109.7.

HRMS. m/z [M+H] calculated for CsH10Ns, 152.0931; found 152.0937.

LC-MS (ESI) tr= 7.3 min, purity = 95 %.

(B)-2-((1H-indol -6-yl)methylene)hydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (3m)
/ NH .HCI

I
({j@vN\HJ\NHZ

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (100 mg, 0.9 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added indole5-carboxaldehyde (0.204 mL,0.9 mmol) dropwise. Reaction

mixture was stirred at room temperature for 24h. It was then concentrated under vacuo. A
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water/ethyl acetate extraction was performed. Organic layer was collected, concentrated
and a pink solid was obtained36 mg, 17%)

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 11.64 (s, 1H), 9.97 (s, 1H), 8.19 (s, 2H), 76552 (m, 7H),
6.67 (s, 1H)

13C NMR (126 MHz, DMS@i6)” 193.0, 129.3, 128.1, 126.3, 121.2, 112.6, 103.6.

HRMS. m/z [M+H]} calculated for C10H12Ns 202.1087; found 202.1087.

LC-MS (ESI) tr= 8.6 min, purity = 95 %.

(B)-2-(pyrimidin -5-ylmethylene)hydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (3n)

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (100 mg, 0.9 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added pyrimidine5-carboxaldehyde (0.158 mL, 0.9 mmol) dropwise.
Reaction mixture was stirred at room temperature for 24h. It was then concentrated under
vacuo. A water/ethyl acetate extraction was performed. Aqueous layer was collected,
concentrated and a yellow solid was obtained35 mg, 19%)

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)" 9.28 (s, 2H), 9.20 (s,1H), 8.24 (s, 1H), 7.9096 (m, 4H)

13C NMR (126 MHz, DMS€116)é 159.3, 156.1, 156.0, 141.7, 128.3.

HRMS. m/z [M+H] calculated for CsHsNs 165.0883; found 165.0881.

LC-MS (ESI) tr= 9.1 min, purity = 96 %.
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N',2-bis((E)-2-fluorobenzylidene)hydrazine -1-carboximidhydrazide hydrochloride (4a)

NH .HCI
N )J\ N
Z N N
H H
F F

To a solution of e -didminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.2 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added o-fluorobenzaldehyde (0.39 mL,2.4 mmol) dropwise. Reaction
mixture was stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated
under vacuo. A yellowish oil was collected and triturated with acetone to give the desired
product as a white powder(375 mg, 93%.)

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.51 (s, 2H), 8.72 (s, 2H), 8.66 (s, 2H), 83834 (t,J= 7.6
Hz, 2H), 7.607.54 (m, 2H), 7.377.33 (m, 4H)

13C NMR (126 MHz, DMS&ui6)

HRMS: m/z [M+H] calculated for CisH14F:Ns, 302.1212; found 302.1211.

LC-MS (ESI) tr= 7.9 min, purity = 98 %.

N',2-bis((E)-3-fluorobenzylidene)hydrazine -1-carboximidhydrazide hydrochloride (4b)

/©\/ i§ .HCI\/©\
N J\ N
F Z NN F

H H

To a solution of e -diminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.2 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added m-fluorobenzaldehyde (0.39 mL,2.4 mmol) dropwise. Reaction
mixture was stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated
under vacuo. A yellowish oil was collected and triturated with acetone to give the desired
product as a white powder(397 mg, 98%.)

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.44 (s, 2H), 8.67 (s, 2H), 8.46 (s, 2H), 7.9997 (d,J= 8.0
Hz 2H), 7.71-7.69 (d,J= 8.0 HZ2H), 7.557.52 (m, 2H), 7.367.31 (t,J= 8.5 Hz, 2H)

13C NMR (126 MHz, DMS@i6)” 164.1, 161.8, 153.7,148.1, 136.3, 131.2,125.5, 118.1, 113.8
HRMS. m/z [M+H]" calculated for CisH14F:Ns, 302.1212; found 302.1211.

LC-MS (ESI) tr= 8.0 min, purity = 100 %.
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(E)-2-(4-(trifluoromethyl)benzylidene)hydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (4c)

FsC
\©\/ NH .HCI
v M
Z "N NH,

H

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.35 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added 4(trifluoromethyl)benzaldehyde (5131.35 mmol). Reaction mixture
was stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated under
vacuo. A yellowish oil was collected and triturated with acetone to give the desired product
as a white powder(390 mg, 838 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.34 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 8.22.79 (m, 8H)

13C NMR (126 MHz, DMS@i6)” 156.1, 145.6, 137.9, 130.6, 130.3, 130.0, 128.6, 126.0, 123.2
HRMS m/z [M+H]} calculated for CsH10FsN4, 231.0852; found 231.0851.

LC-MS (ESI) tr= 7.0 min, purity = 100 %.

(B)-2-(3-(trifluoromethyl)benzylidene)hydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (4d)

/@\/ NH .HCI
e L
FsC Z2N NH,

: H

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.35 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added 3(trifluoromethyl)benzaldehyde (513 mg,1.35 mmol). Reaction
mixture was stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated
under vacuo. A yellowish oil was collected and triturated with acetone to give the desired
product as a white powder(387 mg, 87 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.28 (s, 1H), 8.33 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 81578 (m, 6H),
7.70-7.66 (m, 1H)

13C NMR (126 MHz, DMS@i6)” 156.1, 145.7, 135.1, 132.2, 130.2, 127.0, 124.1

HRMS. m/z [M+H] calculated for CoH10FsN4, 231.0852; found 231.0851.

LC-MS (ESI) tr=6.8 min, purity = 100 %.
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(B)-2-(2-(trifluoromethyl)benzylidene)hydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (4e)

NH .HCI
N )J\
Z "N NH,
H

CF3;

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (150 mg, 1.35 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added 2(trifluoromethyl)benzaldehyde (513 mg,1.35 mmol). Reaction
mixture was stirred at 80°C for 6h. It was then cooled to room temperature and concentrated
under vacuo. A yellowish oil was collected and triturated with acetone to give the desired
product as a white powder (366 mg, 81 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 12.53 (s, 1H), 8.52 (s, 2H), 8.01 (s, 4H), 78174 (m, 2H),
7.67-7.64 (m, 1H)

13C NMR (126 MHz, DMSGdG)+ 155.9, 142.3, 133.2, 131.6, 131.0, 128.2, 127.4, 127.1,
126.3, 125.9, 123.2

HRMS. m/z [M+H] calculated for CoH10FsN4, 231.0852; found231.0851.

LC-MS (ESI) tr= 6.2 min, purity = 100 %.

(B)-2-butylidenehydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (4f)

NH.HCI
N
SN N,
H

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (200 mg, 1.8 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added butyraldehyde (146uL, 1.62 mmol). Reaction mixture was stirred at
room temperature for 3h. It was then cooled to room temperature and concentrated under
vacuo, giving a colorless oil. It was purified by HPLEL.O: MeOH) Solvent was evaporated
and a colorless oil was obtained (105 mg40 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 8.41 (s, 2H), 8.377.49 (m, 5H), 7.447.42 (m, 2H), 2.232.18
(m, 1H), 1.531.47 (m, 2H), 0.920.88 (m, 2H)

13C NMR (126 MHz, DMS@i6)* 34.3, 19.7, 14.0

HRMS m/z [M+H] calculated for CsH12N4, 129.1135; found 129.1136.
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(E)-2-hexylidenehydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (49)

NH.HCI

N
\/\/v N NH,
H

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (200 mg, 1.8 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added hexanal (199 pL, 1.62 mmol). Reaction mixture wasirred at room
temperature for 3h. It was then cooled to room temperature and concentrated under vacuo,
giving a colorless oil. It was purified by HPL(H.O: MeOH) Solvent was evaporated and a
colorless oil was obtained (99 mg, 32 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 7.33-7.30 (m, 1H), 5.50 (s, 2H), 5.10 (s, 2H), 2.2710 (m,
2H), 1.451.42 (m, 2H), 1.291.27 (m, 5H), 0.890.86 (m, 3H)

13C NMR (126 MHz, DMS@i6)” 159.2, 148.2, 32.6, 31.5, 26.8, 22.4, 14.4

HRMS. m/z [M+H]} calculated for C7H16N4, 157.1448; found 157.1450.

(B)-2-octylidenehydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (4h)

NH.HCI
N AN
SN TN N,
H

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (200 mg, 1.8 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added octanal (253 uL1.62 mmol). Reaction mixture was stirred at room
temperature for 3h. It was then cooled to room temperature and concentrated under vacuo,
giving a colorless oil. It was purified by HPL(H.O: MeOH) Solvent was evaporated and a
colorless oil was obtained (104 mg, 29 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 7.32-7.29 (m, 1H), 5.50 (s, 2H), 5.10 (s, 2H), 2.4612 (m,
2H), 1.451.41 (m, 2H), 1.281.27 (m, 9H), 0.890.85 (m, 3H)

13C NMR (126 MHz, DMS@i6)” 159.2, 148.2, 32.6, 31.7, 29.2, 29.0, 27.2, 22.5, 14.4
HRMS m/z [M+H] calculated for CsHxoN4, 185.1761; found 185.1760.
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(E)-2-decylidenehydrazine -1-carboximidamide hydrochloride (4i)

NH.HCI

N
\/\/\/\/\& N NH,
H

To a solution ofN-aminoguanidine hydrochloride (200 mg, 1.8 mmol) dissolved in 10 mL of
methanol was added decanal (305 pL1.62 mmol). Reaction mixture was stirred at room
temperature for 3h. It was then cooled to room temperature and concentrated under vacuo,
giving a colorless oil. It was purified by HPL(H.O: MeOH) Solvent was evaporated and a
colorless oil wasobtained (101 mg, 30 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 8.42 (s, 2H), 8.187.76 (m, 5H), 7.437.40 (m, 1H), 2.242.19
(m, 2H), 1.481.45 (m,1H), 1.25 (s, 11H), 0.88.84 (m, 3H)

13C NMR (126 MHz, DMS@l6)” 150.6, 32.3, 31.7, 29.4, 29.3, 29.2, 29.1, 26.3, 22.6, 14.4
HRMS. m/z [M+H] calculated for C11H24N4, 213.2074; found 213.2072.

(BE)-N'-((E)-butylidene) -2-butylidenehydrazine -1-carboximidhydrazide hydrochloride (4j)

NH.HCI
WN\N N/NW
H H

To a solution of e -diminoguanidine hydrochloride (200 mg, 2.6 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added butanal (257 pL, 2.34 mmol) dropwise. Reaction mixture was stirred
at room temperature for 24h. It waghen concentrated under vacuo giving a colorless oil. It
was purified by HPLGH.O: MeOH) Solvent was evaporated and a colorless oil was obtained
(127 mg, 23 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 8.31 (s, 2H), 7.517.46 (m, 2H), 2.252.20 (m, 4H), 1.561.47
(m, 5H), 0.940.90 (m, 7H)

13C NMR (126 MHz, DMS@i6)” 166.2, 34.4, 20.0, 14.1

HRMS. m/z [M+H] calculated for CoH19Ns, 198.1713, found 198.1711.
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(BE)-N'-((E)-hexylidene) -2-hexylidenehydrazine -1-carboximidhydrazide hydrochloride
(4k)

NH.HCI
V\/VN\”)LH/NWV
To a solution of e -didminoguanidine hydrochloride (200 mg, 2.6 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added hexanal (344 pL, 2.34 mmatlyopwise. Reaction mixture was stirred
at room temperature for 24h. It was then concentrated under vacuo giving a colorless oil. It
was purified by HPLGH.O: MeOH) Solvent was evaporated and a colorless oil was obtained
(101 mg, 15 %).
IH NMR (400MHz, DMSO-d6)* 8,30 (s, 2H), 7.45 (s, 2H), 2.28.20 (m, 4H), 1.501.47 (m,
4H), 1.321.28 (m, 9H), 0.960.87 (m, 7H)
13C NMR (126 MHz, DMS@i6)* 32.4, 31.4, 26.2, 22.4, 14.4
HRMS. m/z [M+H] calculated for Ci3H27Ns, 254.2339; found 254.2337.

(BE)-N'-((B)-octylidene) -2-octylidenehydrazine -1-carboximidhydrazide hydrochloride (4l)

NH.HCI

C7H15VN\H H/N\VC7H15

To a solution of e -diminoguanidine hydrochloride (200 mg, 2.6 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added octanal (447 uL, 2.34 mmol) dropwise. Reaction mixture was stirred
at room temperature for 24h. It was then concentrated under vacuo giving a colorless oil. It
was purified by HPLQH.O: MeOH) Solvent was evaporated and a colorless oil was obtained
(103 mg, 13 %).

IH NMR (400MHz, DMSO-d6)* 8.35 (s, 2H), 7.497.46 (m, 2H), 2.272.22 (m, 4H), 1.501.46
(m, 5H), 1.291.28 (m, 17H), 0.890.85 (m, 6H)

13C NMR (126 MHz, DMS@l6)” 154.6, 151.3, 32.4, 31.7, 28.9, 26.4, 22.5, 14.4

HRMS. m/z [M+H] calculated for C,7H3sNs, 310.2965; found 310.2961.
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(E)-N'-((E)-decylidene) -2-decylidenehydrazine -1-carboximidhydrazide  hydrochloride
(4m)

NH.HCI
N\N N/N\vC9H19

H H

C9H19V

To a solution of e -didminoguanidine hydrochloride (200 mg, 2.6 mmol) dissolved in 10 mL
of methanol was added decanal (539 pL, 2.34mmol) dropwise. Reaction mixture was stirred
at room temperature for 24h. It was then concentrated under vacuo giving a colorless oil. It
was purified by HPLGH.O: MeOH) Solvent was evaporated and a colorless oil was obtained
(53 mg, 6 %).

IH NMR (400 MHz, DMS@i6)* 8.28 (s, 1H), 7.377.34 (m, 1H), 2.222.16 (m, 3H), 1.471.43
(m, 4H), 1.25 (s, 28H), 0.8®.84 (m, 7H)

13C NMR (126 MHz, DMS@i6)” 31.8, 29.4, 29.3, 29.2, 22.6, 14.4

HRMS. m/z [M+H] calculated for C,1Ha3Ns, 366.3591; found 366.3589.

Biological assays

General informations

Absorbance measurements for the determination of I and CGCs, values were performed
using a SpectraMax 190 microplate reader from Molecular Devices. The obtained data were
analyzed with PRISM software by fitting a curve with nonlinear regression (log(inhibitor) vs.

response-- Variable slope (four parameters)).

hTERTHPNE cells fTERTimmortalized epithelial cells) were obtained from Dr. M. Ouellette
(University of Nebraska, Medical Center). The pancreatic cells PANC (epithelial
morphology cell line isolated from the pancreatic duct of a 56y/ear-old white male with an

epithelioid carcinoma) and KR4 (human pancreatic ductal carcinoma cell line derived from

180



human ascites) were obtained from ATCC or the Massachusetts General Hospital Center for

Molecular Therapeutics (CMT).

Cellular growth, IC so and CCso determination

KP4, PANC1, IMR90, andTERTHPNE cells were cultured in DMEM (31015-CL, Wisent)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Wisent) and Penicillin/Streptomycin/L
Glutamine (Wisent) at 37°C with 5% C® The cells were seeded at a density of 1x103 cells
per well for KP4 and PANC1, and 4x103 for IMR90 amBERTHPNE in 96well plates for 24
hours. Following this, treatments with different concentrations of vehicle (DMSO) and
compounds were carried out for 72 hours. The culture medium was then removed. &leells
were washed twice with cold PBS to remove any dead cells. A 1% glutaraldehyde solution
was added to the wells for 10 minutes to fix the remaining viable cells. The cells were then
washed with PBS, stained with 0.2% violet crystal for 30 minutes abom temperature,
washed with water, and dried. The adherent violet crystal was solubilized in 10% acetic acid,

and absorbance was measured at a wavelength of 590 nm to calculate cell viability.

Fluorescence microscopy

uANwWeEe¢ ORDI WHJGOH Ws 3 3wt 3T 3T We qwe wWi WOt Rq! WYn W
well plates overnight. They were then treated with either the vehicle or the studied
compounds for the desired treatment times (24h, 4h, 2h, 30min). The culture madn was

replaced, and a solution of MitoTracker® Deep Red FM (100 nM in DMEM) was added. After

30 minutes at 37°C, the medium was removed. The cells were washed twice with PBS. A 4%
paraformaldehyde solution was added to the wells for 10 minutes to fix theells onto the

microscope slides. The cells were then washed three times with a 0.1 M glycine solution in

PBS. 8 pL of mounting medium for fluorescence without DAPI was used to mount each slide

onto a microscope slide. The slides were sealed, dried, andbserved under a microscope.

Microscopy images were acquired using the Zeiss Axionager Z2 Microscope. The
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fluorescence filter sets used were: GFP HE (Zeiss Set 38): BP 470/40x FT 495 BP 525/50m;
Cy5 (Chroma 49009): BP ET640/30x BS TLPXR660 BP ET690/50m, along with the DIC

analyser.

Bacterial growth and MIC90 determination

A bacterial pre-culture was prepared by inoculating 30 mL of LB bacterial culture medium

with E. coli, MRSA or VREstrains. The preculture was incubated at 37°C with shaking
overnight. Then, 2 mL of this preulture were added to 28 mL of LB and shaken at 37°C for 2
hours. The optical density at 600 nm was measured, and the bacterial cultures were diluted

with LBto¢ 6 R1IJ2 13 We U WY Gq R # énelilplatts\3 pR af todpb Uhsir@anciderént] L d =
concentrations were added to 195 uL of bacterial culture. Each concentration was tested in
technical and biological triplicates. The maximum tested concentrations were 10Qug/mL.

On each plate, control wells containing only LB (blank) or only bacteria treated with DMSO
(maximum growth control) were included. The plate was incubated at 37°C with shaking for

24 hours, and then absorbance at 595 nm was read. The MIC90 was deténed as the first

well where the concentration allowed for 90% inhibition of bacterial growth.

Liposomes formation and chloride transport assays

Liposomes formation

2 mL of a 25 mg/mL solution of EYPC or EYPC+cholesterol in chloroform were slowly
evaporated under vacuum to form a thin film on the walls of a rourtiottom flask. Then,
750uL of a lucigenin solution (2 mM lucigenin, 10 mM NdPQ:, 10 mM NaHPO., and 100
mM NaCl) were added, and the resulting suspension was subjected to 10 freetleaw cycles
(1 cycle = 1 min at20°C and 1 min at 37°C, with 1 min of vortex mixing). The mixture was

extruded through a 100 nm polycarbonate membrane by performing 2filtrations.
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Subsequently, the liposome suspension was passed through a SephadexZ5 column to
remove the extravesicular lucigenin. The solvent used for the column was a nitrate buffer,

and the resulting liposomes solution was diluted to a final concentration of 10 mM

Chloride efflux assay by monitoring lucigenin fluorescence

In a quartz cuvette, 2.6 mL of phosphate buffer with sodium nitrate (10 mM b4PO:, 10 mM
NaH.PO4, and 100 mM NaNg) and 100 pL of liposome solution were mixed and gently
stirred. The fluorescence of lucigenin was monitored from t=0 to t=12 min €x. = 369 nm,
“em. = 503nm). At t = 1 min, 100 pL of the compound solution to be tested were added
(solutions at xmol% concentrations were prepared accordingly). Att =600 s, 10% v/v Triton

X was added to lyse the liposomes and obtain the maximum fluorescence value.
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Annexe 1 : Données supplémentaires du Chapitre 2
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Figure I.1. : Croissance cellulaire des 4 lignées étudiées traitées aux composéza-2n
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MRUOUW T WWTijqll GROI W aWt WHYUL qeUqdt WT ket t YHR
I RRGRUYNzc¢URT ROt We! ¢eUqWnYel URWI Wt Wt RNU¢ 2 # W 11
titrage RMN ont été réalisées. Un sel de chlorure de référence, le chlorure de
tétrabutylammonium (TBACI), a été ajouté en concentrations croissanteslans des tubes
contenant une concentration fixe de diiminoguanidines2a-2d dans le DMSQd6. Les
changements de déplacement chimique en fonction de la concentration en ions chlorure
YOqUWGUI Rt W WWI ijagqldl ¢ RUIII WG ¢ W2 ¢ @igueell.2UT 1JWG ¢ WHY Ut

Ces valeurs de Ka témoignent du fait que les diiminoguanidine®a-2d sont capables de

complexer les ions chlorure faiblement, pas suffisamment pour agir comme des

ql ¢O0t GYl qUlel t Wt ! Uqé6ijqRue 3t WI k RYUt WHRGTGY! 21 JWI 1
faut une interaction plus forte pour que la molécule soit capable de eamplexer les ions

HEGYI el WWI ke UWHEZ qij WI JW&G ¢ WG WaAI ¢ URALWDG e Wal ¢ 2131+ 1
de cette derniére.
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Figure 1.2 : Expériences de titrage RMN pour les diiminoguanidineza-2d en présence de

N 7
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