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Introduction

|. La protéine sigma

1. Historique

L'étude de la protéine a été trés longue et complexe. Elle est actuehetom d'étre
terminée. Cette protéine a été décrite pour la {gnenfois par Martinet af* en 1976. La
dénominatiors vient de la premiere lettre « s » de SKF-10,04Tigand prototype, bien que
non sélectif du site(Figure 1).

L’équipe de Martin a, en effet, décrit les effes/ghomimétiques induits par M
allyl-normetazocine (SKF-10,047) chez le chien. €Hets n'étaient pas provoqués par les
ligands agissant sélectivement sur les réceptquas@su etk. lIs ont ainsi proposé comme
un sous-type de ces récepteurs.

L'énantiosélectivité du site pour I'isoforme (+)-benzomorphane par rapport gu (
benzomorpharfgfigure 2) et le fait que ni les effeits vivo ni in vitro des ligands ne soient
bloqués par des antagonistes opiacés clasSjquretsaissé le doute quant & la vraie nature du

site de liaison.

OH

/ &

Figure 1:(+)-SKF 10,047 Figure 2:(+)-benzomorphane (-)-benzomorphane
|C50: 97nM
Agoniste o,

En 1984, le site a été identifie comme le site de liaison pourHanxyclidine (PCP)

(figure 3) associé aux récepteurs au glutamatgme XMDA*> ce qui a été démenti par la

! Martin, W. R.; Eades, C. E.; Thompsom, J. A.; HappR. E.J. Pharmacol. Exp. The976 197, 517-532.
The effects of morphine- and nalorphine- like drirgthe nondependent and morphine-dependent chspirial
dog.

2 Brady, K. T.; Balster, R. L.; May, E. ISciencel982 215 178-180. Stereoisomers of N-allylnormetazocine:
phencyclidine-like behavioral effects in squirredmkeys and rats.

3 lwamoto, E. T.J. Pharmacol. Exp. Thefl981, 217,451-460 Locomotor activity and antinociception after
putative mu, kappa and sigma opioid receptor agpnis the rat: influence of dopaminergic agonistsl a
antagonists.

4 Zukin, S. R.; Brady, K. T.; Slifer, B. L.; BlasteR. L. Brain Res.1984 294 174-177. Behavioral and
biochemical stereoselectivity of sigma opiate/PE€geptors.

® Mendelsohn, L. G.; Kalra, V.; Johnson, B. G.; Kerer, G. A.J. Pharmacol. Exp. Thel985 233 597-602.
Sigma opioid receptor: characterization and codithewith the phencyclidine receptor.

14



Introduction

suite. Les sites ont donc été reclassés comme n’étant ni des aoepbpiacés ni des sites
PCP, mais des sites de liaison distifhicts

@

Figure 3:phencyclidine
Ki = 560nM

2. Sous-types et structure de la protéine sigma

Les études biochimiques et pharmacologiques onitnéad’existence de plusieurs
sous-types du site de liaison, nommés et 5,.>’ Ces sous-types différent, par leur
distribution, leur localisation, leur poids moléaine® mais aussi par leur sélectivité vis-a-vis
des molécules 5; montre une forte affinité et une stéréosélectivitg-a-vis de la (+)-
pentazocine cyclazocine et de la (+)-SKF 10,041isaques; présente une plus forte affinité

pour leur isomére (-) (figure 4).

HO" : :\[ N—\_<
A\ _

Figure 4 :(+)-pentazocine
Agonisteo;
IC50=7nM

2.1. La protéine o

La protéines; a été clonée a partir de nombreux tissus, domti¢edfe cochon d'ind&,

des cellules nerveuses humaihelg cerveau de ritet de sourig®

® Quirion, R.; Bowen, W. D.; ltzhak, Y.; Junien,LJ; Musacchio, J. M.; Rothman, R. B.; Su, T. P.pi[&. W.;
Taylor, D. P.Trend. Pharmacol. Scil992 13, 85-86. A proposal for the classification of sighiading sites.
"Hellewell, S. B.; Bowen, W. [Brain Res199Q 527, 244-253. A sigma-like binding site in rat
pheochromocytoma (PC12) cells: decreased affioity{+)-benzomorphans and lower molecular weighgssy
a different sigma receptor form that of guinealmigin.

8 Torrence-Campbell, C.; Bowen, W. Bur. J. Pharmacol1996 304, 201-210. Differential solubilization of rat
liver sigma 1 and sigma 2 receptors: retentiorigrha 2 sites in particulate fractions.

° Hellewell, S. B.; Bruce, A.; Feinstein, G.; OrrargJ.; Williams, W.; Bowen, W. CEur. J. Pharmacol. Mol.
Pharmacol. Sectl994 268, 9-18. Rat liver and kidney contain high densitésigma 1 and sigma 2 receptors:
characterization by ligand binding and photoaffinibeling.

Y Hanner, M.; Moebius, F. F.; Flandarfer, A.; KeaHl. G.; Striessnig, J.; Kempner, E.; Glossmanr®ridc.
Natl. Acad. Sci. USAL996 93, 8072-8077. Purification, molecular cloning, axgression of the mammalian
sigmal-binding site.

" prasad, P. D.; Li, H. W.; Fei, Y. J.; Ganapathy,B\ Fuijita, T.; Plumley, L. H.; Yang-Feny, T. lLeibach,

F. H.; Ganapathy, VJ. Neurocheml998 70, 443-451. Exon-intron structure, analysis of préemoegion, and
chromosomal localization of the human type 1 siget@ptor gene.
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Introduction

C'est une protéine de 223 acides aminés (Figur& Blle posséde de fortes
homologies de séquences inter-tissus et inter-espawec plus de 90% d’identité entre les
différentes protéines; de mammifére. En revanche, elle ne dispose d’aubon®logie de
structure avec les récepteurs aux opiacés et auaume protéine de mammiferes.
Néanmoins, elle partage 30,3% d’identité et 66,486rdologie avec la stérol isomérase C8-
C7 de levuré? sans posséder d’activité enzymatique de stéroiésase. De plus la structure

de la stérol isomérase de mammifére est totalediffétente de celle de la protéine™®

T I
rSigms, R MP'J\‘A‘FCRMWITDFLTI?R‘U’LIQRWIMI’GTQCE"\.' FQREE IAQLARQVF: ( 50
mSigma,R [ 30}
gpSigma,R [ 50}
hsigma,R NQD\A‘\-GRRWAN-’\A_.LLR‘.-AA\- LTQIVWLWLGTQSFVFQRE E‘IﬁQLﬁPCVh [ 50}
T IT
rSigma,R GLDHELAFSRLIVELRRLHPGHVLFPDE HLGWWNAGMMILHIISL (100}
mSigma,R (100}
goSigma,R (100}

hSigma,R GLOHELAFSRLT \.’ELP\RLHT’E‘H LPDEELOWVFVNAGGWMEZAMCLLHASL (100}

rSigma,R SEYVLLPGTALGSHGHSGRYWAEISDTIISGTFHOWREGTTESEVYYPGE (150}

mSigma,R (150}
gpSigma R (150}
hSigma,R "'E}E"JLLT‘GTAAGSRGF SGRYWAETSDTIISGTFHONW IREI""T"T‘K‘;E"\. "Y?'C"' (150}
r5igma,R TVVHGEPGEATAVEWGPNTWMVEYGRGVIFSTLAFAL GDT_FS_QDFLTLI' (200)
m3igma,R (200}
gpSigma;R F(200)
hSigma,R F (200}
rSigma,R 1223)
mEigma, R 93.3% identity {223)
gpSigma,R 93.7% identity {223)
hSigma,R YTLRVYARGLRLELTTYLFGRQDP 96.0% identity (223)

Figure 5 :Structure primaire de la protéine .
La séquence d'acides aminés de la protéimhez le rat (rsigm®) est représentée en alignement avec
celle du murin (msigm#&), celle du cochon d’inde (gpsigi®) et celle de 'homme (hsignf). TM | et TM II
représentent les séquences possibles transmembrnai

1235eth, P.; Fei, Y. J.; Huang, W.; Leibach, F. Han@pathy, YJ. Neurocheml998 70, 922-931. Cloning and
functional characterization of a sigma receptonfiat brain.

¥ Pan, Y. X.; Mei, J. F.; Xu, J.; Wan, B. L.; Zucken, A.; Pasternat, G. W. Neurocheml99§ 70, 2279-
2285. Cloning and characterization of a mouse sigreeeptor.

4 Mei, J.; Pasternak, G. WBiochem. PharmacoR001, 62, 349-355. Molecular cloning and pharmacological
characterization of the rat sigmal receptor.

5 Hayashi, T.; Su, T. R.ife Science005 77, 1612-1624. The potential role of sigma-1 recepiofipid
transport and lipid raft reconstitution in braimglication for drug abuse.
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14
|

Mei et al;” en 2001, ont suggéré que la protémepossédait un seul domaine

transmembranaire. Aydast all®

en 2002, ont comparé les homologies entre ce damai
transmembranaire potentiel et les segments de desiaransmembranaires connus. Ces
études suggerent que la protémeaurait deux domaines transmembranaires, avecausd
extracellulaire de 50 acides aminés et une extéém@-terminale intracellulaire
d’approximativement de 125 acides aminés. D’apeesodéle, I'extrémité N-terminale est
tres courte et elle est localisée du c6té intratzete. La figure 6 illustre les deux modeles

structuraux qui ont été proposés pour

A B pontu,
M, 4 )
W B T, % &
"““'%m R ‘#ﬁﬁ & %'%“ @ef -
gwmm?m ) !
SonpegopEedl u‘;‘; 3R 8 Extracellular
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i ) ;g.l. m"ﬁ.};i“u
sﬁ*"‘”‘w GRR TR _f goonng, % Intracellular
‘%wm"“ J .'.HMI i %Wlﬂ
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P . NH,  Snpeseteroeiuen®iy
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Figure 6:Modéles structuraux proposés pouw,.”’
A) 1 domaine transmembranaire, B) 2 domaines transmagraipes
Des études plus récent®snt confirmé et ainsi validé I'existence des deoxnaines
transmembranaires.
Lors du congres annuel de la Societé AméricainBlelaosciences en 2006, Hayashi
et al et Bowenet al, ont précisé le modeéle structural de la proténéigure 7). La boucle
extracellulaire de 50 acides aminés correspondtagite de liaison des ligands et la partie C-

terminale intracellulaire contiendrait le site d¢gigue ™

16 Aydar, E.; Palmer, C. P.; Klyachko, V. A.; Jacksbh B. Neuron. 2002 34, 399-410. The sigma receptor as
a ligand-regulated auxiliary potassium channel sitbu

7 Guitart, X.; Codony, X.; Monroy, XPsychopharmacolog2004 174, 301-319. Sigma receptors: biology and
therapeutic potential.

8 Duncan, G.; Wang, L[Experimental Eye Researc05 81, 121-122. Focus on molecules: the Sigma-1
receptor.

¥Wu, Z.; Bowen, W. DJ Biol Chem2008 [Epub ahead of printRole of sigma-1 receptor C-terminal
segment in IP3 receptor activation: Constitutivearcement of calcium signaling in MCF-7 tumor cells
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Site de liaison des ligands

I e e e e
AL T R AL

NH2

COOH

Site catalytique
via une régulation calcique

(Wu, Peti, Bowen, Soc Neurosci Abstr 2006)

Figure 7 :modéle structural de la protéineo;.

2.2. La protéine o

Le géne de la protéine,, contrairement o1, n'a pas été cloné ni completement
caractérisée a ce jour. Elle pourrait corresporairefait a une famille de sites de nature

différente®®

3. Distribution anatomigque de la protéine sigma

3.1. Localisation cellulaire

La protéines; est localisée au niveau de la membrane plasmigiecmondriale et du
réticulum endoplasmique (RE) ce qui suggére une activation elepar translocation du RE
vers lanembrane plasmique ou la membrane nucl&aire

Différentes études ont suggéré que la protépymourrait également étre une protéine

intracellulaire située dans les membranes du RIg & mitochondrfe.

20 Maurice, T.; Urani, A.; Phan, V. L.; Romieu, Brain Res. Re\2001, 37, 116-132. The interaction between
neuroactive steroids and the sigmal receptor fomchiehavioral consequences and therapeutic opypibet.

%L Mc Lean, S.; Weber, Beurosciencel988 25, 259-269. Autoradiographic visualization of halagel-
sensitive sigma receptors in guinea-pig brain.

22 Hayashi, T.; Su, T. 2. Natl. Acad. Sci. U.S.R001, 98, 491-496. Regulating ankyrin dynamics: Roles of
sigma-1 receptors

% Bowen, W. DPharm. Acta. Helv200Q 74, 211-218. Sigma receptors: recent advances andligoal
potentials.
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3.2. Localisation au niveau central

La distribution anatomique de; dans le systeme nerveux central a été trés bien
caractérisée. La localisation a été visualisée paumpremiére fois grace a différents
radioligands commeéi]-(+)-3-PPP, {H](+)-SKF 10,047, H]-DTG ou PH]NE-100242°2627
qui ont montré que les sites de liaisptaient concentrés dans les structures limbidass,
aires du cerveau antérieur, le noyau paraventireute I'’hnypothalamus, le noyau accumbens
et le noyau thalamique antériodorsal. Récemmesttdehniques d’hybridatiom situ et
d’immunohistochimie ont été utilisées pour étudéetocalisation des protéines et 5,22
La protéinec; est concentrée dans les aires limbiques, les esushpérieures du cortex, le
septum, I'’hypothalamus, le raphé, le noyau thalamida substance noire, le locus coeruleus
et le cervelet. De plus, des études récéhtest confirmé la présence dedans les neurones
et les oligodendrocytes et démontré leur préseans lés cellules de Schwann. En revanche,
peu de régions du cerveau sont enrichies,efeules les aires qui impliquent le contréle de

la posture et du mouvement (striatum, cortex) ewent les sites;.

3.3. Localisation au niveau périphérigue

Au niveau périphérique, la protéing est aussi largement distribuée : dans les
intestins, le foie, les reins, le coeur et les oegasexuels. De méme que pourla protéines;
se situe dans différents organesmnme le foieet les reins, avec une forte densité.

24 samovilova, N. N.; Nagornaya, L. V.; Vinogradov, A, Eur. J. Pharmacol1988 147, 259-264. (+)-
[3H]SKF 10,047 binding sites in rat liver.

% Largent, B. L.; Gundlach, A. L.; Snyder, S.HPharmacol. Exp. ThelL986 238 739-748. Pharmacological
and autoradiographic discrimination of sigma anerulyclidine receptor binding sites in brain with-[3H]SKF
10,047, (+)-fH]-3-[3-hydroxyphenyl]-N-(1-propyl)piperidine andH]-1-[1-(2-thienyl)cyclohexyl]piperidine.

% Jansen, K. L. R.; Faull, R. L. M.; Dragunow, Medlie, R. ABrain Res1991, 559, 172-177. Distribution of
excitatory and inhibitory amino acid, sigma, mond@amncatecholamine, acetylcholine, opioid, neursign
substance P, adenosine and neuropeptide Y recéptousnan motor and somatosensory cortex.

2’ Okuyama, S.; Chaki, S.; Yae, T.; Nakazato, A.; Moatsu, MLife Sci.1995 57, 333-337. Autoradiographic
characterization of binding sites fdHJNE-100 in guinea pig brain.

% Alonso, G.; Phan, V. L.; Guillemain, I.; Saunibt,; Legrand, A.; Anoal, M.; Maurice, WNeuroscience200Q
97, 155-170. Immunocytochemical localization of tignsa(1) receptor in the adult rat central nervorstesm.

29 zamanillo, D.; Andreu, F.; Ovalle, S.; Pérez, M. Romero, G.; Farré, A. J.; Guitart, Neurosci. Lett200Q
282, 169-172. Up-regulation of sigma(1) receptor mRiNAat brain by a putative atypical antipsychotica
sigma receptor ligand.

% palacios, G.; Muro, A.; Verdu, E.; Pumarola, Mel®, J. M.Brain Res2004 1007, 65-70.
Immunohistochemical localization of the sigmal poein Schwann cells of rat sciatic nerve.
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4. Ligands du site de liaison sigma

Beaucoup de molécules se lient sur les sifgmar exemple les benzomorphanes, PCP
et ses deérivés, la cocaine, 'amphétamine, certaisroleptiques, les antidépresseurs
tricycliques, des antipsychotiques atypiques etai¢isonvulsivants’

Malgré I'avance des études sur les sitegucun ligand endogene spécifique de ce site
de liaison n'a encore été identifié. Des rechercbhes été réalisées sur de nombreux
neurotransmetteuts (la sérotonine, la noradrénaline, la dopamine’réstamine), acides
aminég? (glutamate, glycine, aspartate et cystéine) etiges® (endorphine, dynorphine,
enképhaline), aucun n’interagit avec le site. Leptides liés au neuropeptide Y, au
calcitonin-gene-related peptide (CGRP) et la sulestd® montrent des interactions effectives
in vivo, mais sans qu’on puisse les considérer commedigadogéne.

Beaucoup de stéroides neuroactifs ont une intereatec les sites;. Les agonistes et
antagonistes les plus importants sont, respectingema DHEA (figure 8), le sulfate de
DHEA et la progestérone (figure ).

(@)
O
HO O
Figure 8:DHEA Figure 9:Progestérone
Agoniste Ki =268nM

Antagoniste

5. Ligands synthétigues et pharmacophores

De nombreuses familles de molécules et une val@tgtructures chimiques semblent
se lier avec une bonne affinité sur le sitece qui rend compliquée I'étude d’un modele
pharmacophorique. Il semblerait que la présenca @tome d'azote protonable soit un

élément pharmacophorique commun pour la plupartigiesdsc (figure 10).

%1 Weber, E.; Sonders, M.; Quarum, M.; McLaen, Sy,; Keana, J. F. WProc. Natl. Acad. Scil986 83,
8784-8788. 1,3-Di(2-[3H]tolyl)guanidine: a selective ligand that labelgnsa-type receptors for
psychotomimetic opiates and antipsychotic drugs.

%2 Klein, M. D.; Musacchio, J. Ml. Pharmacol. Exp. Thet989 251, 207-215. High affinity dextromethorphan
binding sites in guinea pig brain. Effect of sighgands and other agents.

% DeHaven-Hudkins, D. L.; Fleissner, L. Gfe Sci.1992 50, 65-70. Competitive interactions dH]1,3-di(2-
tolyl)guanidine (DTG)-defined sigma recognitionesitin guinea pig brain.

% Monnet, F. P.; Maurice, T. Pharmacol. ScR00G 100, 93-118. The sigmal protein as a target for the no
genomic effects of neuro(active)steroids: molegylaysiological, and behavioral aspects.
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Figure 10 :Ligands de synthese et naturels du site de liaisen

De nombreuses recherches ont tenté de détermimpdrarmacophore de Gilligan et

al®® ont proposé un modéle triangulaire avec aux sosimetatome d'azote protonable et

% Glennon, R. G.; Ismaiel, A. M.; Ablordeppey, Sl:AShmawy, M.Bioorg. Med. Cheml_ett. 2004 14, 2217-
220. Thioxanthene-derived analogs as sigma(1) tecégands.

% Shiba, K.; Ogawa, K.; Ishiwata, K.; Yajima, K.; MoH. Bioorg. Med. Chen200§ 14, 2620-2626. Synthesis
and binding affinities of methylvesamicol analogsthe acetylcholine transporter and sigma receptor

37 Bedurftig, S.; Wunsch, BEur. J. Med. ChenR006 41, 387-396. Synthesis and binding affinities of
methylvesamicol analogs for the acetylcholine tpanter and sigma receptor.

¥ Liu, X.; Mattner, F.; Katsifis, A.; Christie, MKassiou, MMed. Chem2005 1, 31-38. Influence of
trishomocubanes on sigma receptor binding of N€azlyl-piperidin-4-yl)-4-[123l]liodobenzamide in viio the
rat brain.
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deux groupements hydrophobes dont I'un des deuxirestoyau aromatique séparé par un
groupement accepteur de liaison hydrogene (figlije 1

azote basique

VR

accepteur

de lien H @
SN

“
L=

groupe v
hydrophobe groupe
aromatique hydrophobe

Figure 11 :Pharmacophore d’aprés Gilliganet al*®

Plus récemment Ablordeppey, Glenneh af® ont démontré que l'atome d'azote
protonable comme par exemple la famille des phépstmines et phénylpiperazines était un
élément pharmacophorique principal pour la liaiaar protéines. De plus, I'atome d’azote
doit séparer deux chaines, I'une se terminant pagroupement hydrophobe encombré et
'autre par un groupement phényle. Une chaine penfpparaitrait optimale pour la
séparation entre ce groupement phényle et I'atCarotd.

Glennort! a récemment précisé son modéle pharmacophori@seét@des sont basées
sur une approche appelée « déconstruction-cotistmeglaboration ». A partir de ligands
déja connus (benzomorphane, haloperidol, PCP...séolest des affinités plus ou moins
importantes sur ce site, il procede d’abord a umgplfication de la structure pour pouvoir
isoler les éléments pharmacophoriques essentigis, Pajoute ou modifie des groupements
pour améliorer Il'affinité. Un modele pharmacophagqplus général a ainsi été redéfini
(figure 12).

¥ Gilligan, P.J.; Cain, G. A.; Christos, T.E.; Cotk, Drummond, S.; Johnson, A. L.; Kergaye ; A. A.,
McElroy, J. F.; Rohrbach, K. W.; Schmidt, W. KMed. Chem1992, 35, 4344-4361. Novel piperidine sigma
receptor ligands as potential antipsychotic drugs.

“0 Ablordeppey, S. Y.; Fisher, J. B.; Law, H.; Glenp®. A.Bioorg. Med. Chen2002, 10, 2759-2765. Probing
the proposed phenyl-A region of the sigma-1 reaepto

“1 Glennon, R. AMini-reviews in Medicinal Chemistr005 5, 927-940. Pharmacophore identification for
sigma-1 ¢1) receptor binding: application of the "decondtiutreconstruction-elaboration" approach.
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Figure 12 Pharmacophore d'aprés Glennorf

Le groupement aryle B, ne semble pas indispenshbimme d’azote protonable reste
nécessaire pour la liaison avec La chaine pentyle entre 'atome d’azote protomadil le
groupement hydrophobe A semble étre la longueumayte.

Malheureusement, le role majeur de l'atome d’azede terni par le fait que les
stéroides, nayant aucun atome d’azote basiqueiest avec une forte affinité sus. Il
semblerait néanmoins que ces stéroides se lieidiiam toute autre maniére surToutefois,
dans la structure de la plupart des ligaadia présence d’'un atome d’azote protonable reste

importante dans la liaison aux protéines.

6. Mode de transduction

Beaucoup de récepteurs aux neurotransmetteursceoptés a des protéines G. Ces
protéines G jouent un réle important dans la maéhradu signal de transduction.

Certaines études ont suggéré un role des prot&@nesns I'activation desi.***
D’autres recherches ont démontré qu’il n’y avag ga couplage direct enise et la protéine
G ou alors de facon trés particuliéfeEn effet, les paramétres de liaison des agonistes
n'étaient pas altérés par un traitement au ¥sI'P

La protéines; modulerait® directement la mobilisation intracellulaire du aian.
Hayashi et St ont montré que la protéirg formerait un complexe hétérotrimérique avec le
récepteur a l'inositol triphosphate {JRlu RE par l'intermédiaire d’'une protéine d'actv®c
I'ankyrine B. Il se délocaliserait, aprés activaticous la forme d’'un complexe dimérique

avec l'ankyrine vers les membranes plasmiques atléauwes, ce qui conduirait a une

2 Connick, J. H.; Hanlon, G.; Roberts, J.; FranceFbx, P. K.; Nicholson, C. Br. J. Pharmacol1992 107,
726-731. Multiple sigma binding sites in guinea-pigd rat brain membranes: G-protein interactions.
“3Maruo, J.; Yoshida, A.; Shimohira, I.; Matsuno; Kiita, S.; Ueda, HLife Sci.200Q 67, 599-603. Binding of
[**S]GTPgammas stimulated by (+)-pentazocine sigmeptec agonist, is abundant in the guinea pig spleen
“*Hong, W.; Werling, L. LEur. J. Pharmacol.200Q 408 117-125. Evidence that the sigma(1) receptoofs n
directly coupled to G proteins.
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augmentation d’affinité de I'lPpour son récepteur (figure 13). Les agonistefaciliteraient
ainsi I'activation du récepteur 4Ret donc l'efficacité de la mobilisation calciqueravers ce
récepteur. Les antagonistes ne dissocieraientagpetéiness, prévenant ainsi un effet futur
des agonistes. La protéine; modulerait par ce mécanisme I'homéostasacique
neuronalg®™ 4

De plus,0; s'associerait lors de la délocalisation a desteletties lipidiques, pour
fusionner avec des rafts lipidiques qui entraimai des modifications de leur
compositiorf>34

Cette dualité de fonctionnement participe a la ntchn de la réponse des

neurotransmetteurs.
- Ankyrine
Etat de repos Cytosole
Récepteur IP )
Recepteut,
Membrane du
réticulum endoplasmique
l Bradykinine
IP
\ ca*
Agonistes ((+) pentazocm Antagonlstes (NE-1Q0

cocaine, stéroides.. )

gL

Figure 13:Mode de transduction de la protéinas;.”

Cette méme équifita récemment montré que la protéineserait ausdbcalisée sur
MAM (mitochondria-associated endoplasmic reticulumembranes) et aurait une activité
chaperonne.

“*Hayashi, T.; Su, T. RB. Pharmacol. Exp. Ther. U.S.2003 306, 718-725~-1 Receptors41 Binding Sites)
Form Raft-Like Microdomains and Target Lipid Drojgl®n the Endoplasmic Reticulum: Roles in Endoplasm
Reticulum Lipid Compartmentalization and Export.

8 Hayashi, T.; Su, T. FCell. 2007, 131, 896-610. Sigma-1 receptor chaperones at the E&shtndrion
interface regulate Gasignaling and cell survival.
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En effet, le RE contrle 'homéostasie calcigudolirnit directement le calcium a la
mitochondrie via les récepteurs a EIBitués sur la membrane en contact avec ces deux
organelles : MAM. La mitochondrie agit ainsi commne régulateur du signal calcique. La
protéinec; aussi située sur MAM, formerait un complexe avee autre protéine chaperonne
Bip (Grp78). Sous l'action d’'un agonistg ou sous l'effet d'un stress du réticulum, la
protéinec; se dissocierait de Bip. Cette dissociation augnmaittéa liaison des; avec le
récepteur a I'lB, permettant sa stabilisation sur MAM, prolongeaimsi le signal calcique

dans la mitochondrie et donc le contrdle de I'hostasie calcique.

En conclusion, la protéine; contrblerait la libération du calcium au niveau du
récepteur a I'lR mais aussi la communication calcique entre la chibadrie et le RE. Elle
régule le stress du réticulum par son interactimecaBip et contrble la dynamique
membranaire par sa translocation dans les rafigidiees. Tous ces meécanismes sont liés

entre eux.

7. Rble de la protéine sigma

La protéine 6; du SNC est décrite pour moduler la transmissions de
neurotransmetteurs comme la noradrénaline, la dimgarta sérotonine, I'acétylcholine, le
glutamate régulant le fonctionnement des réceptdMBA et des récepteurs aux opiaces.
Grace a cette modulation, elle serait impliguéesdegrtaines fonctions ou troubles dont
I'origine est une dérégulation de ces neurotransmet. En conséquence, elle affecterait
certaines fonctions comme la nociception, la dépeod a la cocaine, les troubles mnésiques,
I'épilepsie par le biais des récepteurs aux opidopaminergiqgue, NMDA, cholinergique et
sérotoninergique et permettrait des effets neutepteurs. Elle serait aussi impliquée dans
beaucoup de comportements en relation avec le dtésoeuropsychiatrique et neurologique
comme la schizophrénie, la dépression, I'anxiétél@aiais des récepteurs dopaminergique,
NMDA et sérotoninergique. De plus la protéinge serait surexpriméeans les cellules
tumorales, résultant une implication possible dansaitement du cancer. Le réle deest
résumeé dans la figure 14 ci-dessous. Chaque rofgatbiblogie seront expliqués plus en

détails dans les paragraphes suivants.
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Figure 14 Role de la protéineo;.
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La protéinec, est impliquée dans la régulation de la prolifératcellulaire. Elle
posséde la capacité d’induire une voie apoptotgredes lignées de cellules cancéreuses.

Lesligands de ce site auraient donc une applicatios titraitement du cancer.

7.1. La dépendance aux drogues

Des recherches ont montré que les réeceptaursoduleraient les effets toxiques
induits par la cocaine. Nous les développeronsaiysement dans le chapitre Il. « La
protéineo; et la cocaine ».

Le réle des; dans les effets induits par d’autres drogues pstohalantes a été aussi
proposé. Des antagonistes, comme E-5842 (figure @B) montré qu’ils bloquaient

partiellement la stimulation de la motilité indufiar 'amphétaminé’*®

“"Clissold, D. B.; Pontecorvo, M. J.; Jones, B.Ahreu, M. E.; Karbon, E. W.; Erikson, R. H.; Na&lK. J.;
Borosky, S.; Hartman, T.; Mansbach, R. S.; Bald®el,.; Ferkany, J. W.; Enna, S.JJ.Pharmacol. Exp. Ther.
1993 265 876-886. NPC 16377, a potent and selective siligaad. |I. Behavioral and neuroprotective profile.
8 Guitart, X.; Farré, A. Eur. J. Pharmacol1998 363 127-130. The effect of E-5842, a sigma recepgand
and potential atypical antipsychotic, on Fos exgigesin rat forebrain.
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Figure 15:E-5842
IC50=5nM
Antagoniste s
Mauriceet af® ont montré que les effets motivationnels de I'alcanesurés chez les
souris par conditionnement de préférence de pl&jeP)] et par mesure de lactivité
locomotrice, sont régulés par les ligansis En effet, 'agonistes; PRE-084 (figure 16)
potentialise, tandis que I'antagoniste BD-1047 uffeg 17) inhibe, les différents

comportements induits par une administration acdraleool.

o/ﬁ o) N

k/N\/\O
Cl N/ \Ni
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Figure 16 :PRE-084 Figure 17:BD-1047
ICs0= 44nM = 36nM
Agoniste Antagonistes;

Plus récemment, ils ont démontré que le traiteragat des agonistes et antagonistes
corrigeait I'habituation progressive aux objets slém test d’exploration d’objets, lors d’'une
consommation chronique d’alcool (CCE)Mais seul le traitement avec des agonistes comme
'igmesine, molécule développée par Pfizer (figdi&®), restaure une réponse correcte au
changement spatial d’'un objet ou a lintroductiolund nouvel objet. Ainsi, lors de
I'introduction de ce nouvel objet, les souris CG#eragissent fortement et indifféremment
avec celui-ci et les objets connus. Les souristéeai avec l'igmesine interagissent
préférentiellement avec le nouvel objet montransiaiine réaction correcte face a un nouvel
objet. Or les souris traitées avec un antagoniB®-1047) montrent une diminution

d’interaction avec tous les objets, suggérant aingiéficit de mémoire qui perdure.

9 Maurice, T.; Casalino, M.; Lacroix, M.; Romieu, Pharmacol. Biochem. Beha®003 74, 869-876.
Involvement of the sigma 1 receptor in the motiwvadil effects of ethanol in mice.

¥ Meunier, J.; Demeilliers, B.; Célérier, A.; MaweicT.Behav. Brain Re006 166,166-176. Compensatory
effect by sigmal (sigmal) receptor stimulation dgralcohol withdrawal in mice performing an object
recognition task.
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Figure 18:J0O-1724Igmesine
IC50=39nM
Agoniste s,

7.2. La schizophrénie

La schizophrénie est une maladie caractériséeupasérieux désordre du SNC:
perturbation de 'humeur, des pensées, du comperitnde la conscience de soi et des
relations avec le monde extérieur. Il existe deggpes de symptdme dans cette maladie : les
symptomes positifs (hallucinations, psychose, paEiggntroubles du comportement) et les
symptdmes négatifs (perte d’énergie, perte d’itivtea désociabilisation). Les antagonistes
des récepteurs dopaminergiques D2, meilleurs age@tapeutiques pour le traitement de la
schizophrénie, sont efficaces dans I'amélioratiea slymptémes positifs. Par contre, ils ne le
sont pas suffisamment dans 'amélioration des symps négatifs. De plus, ils induisent des
effets extrapyramidaux. Ces effets extrapyramidaaxmanifestent par des contractions
involontaires des muscles, entrainant une raideune position crispée. lls se manifestent
aussi par des mouvements involontaires que l'oowet régulierement et typiquement chez
la personne parkinsonienne. lls affectent certainscles et s'expriment par des mouvements
brutaux, rapides, désordonnés et des mouvemetfitereérde lents, non coordonnés. Lors de
ces syndromes, des mouvements masticatoires anosoatplus fréquemment observés.

En conséquence, il existe un besoin de recheraer nouveaux agents
antipsychotiques avec un mécanisme différent, uedlauare efficacité et tolérabilité. Parmi
ces nouveaux agents, les récepteurseraient une nouvelle cible thérapeutique pour le
développement de composés a propriétés antipsyciesti Cette hypothése d'utilisation des
récepteurss; comme traitement de la schizophrénie proviendmaifait que (+)-SKF-10,047
possede des effets psychomimétiques et que beadeaoguroleptiques ont une forte affinité
pour les sites>".

En plus du role joué par le systeme central dopargique, il est important de
considérer le systeme glutamatergique. En effetP,P@h agent bloqueur du canal du

récepteur NMDA, peut induire chez 'hnomme une pgge comme la schizophrénie.

*1 Gilligan, P. J.; Tam, S. WDrug News Perspect994 7, 13-18. Sigma receptor ligands: Potential drugs fo
the treatment of CNS disorders?
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La protéines; interagirait ou modulerait la fonction des récepseglutamatergiques.
NE-100 (figure 19), agent potentiellement antipsyitfue, possede une grande affinité pour
o1 et une faible interaction avew, les récepteurs dopaminergiques, sérotoninergicgies
PCP>? || antagonise les effets comportementaux de P@Breme I'halopéridol (figure 20) et

le rimcazole (figure 21), il posséde des propriéiéipsychotiqued’

S seus] ’
P N O D

Figure 19:.NE-100 Figure 20:Halopéridol Figure 21:Rimcazole
|C50: 1,6nM |G:,o: 23nM |C50: 50nM
Antagoniste e Antagonisteo; Antagonistes

En conclusion, par modulation du systeme dopamigeeget par régulation des
récepteurs NMDA, les récepteusg seraient donc impliqués dans la physiopatholodiguet

dans le traitement de la schizophrénie.

7.3. L'apprentissage de la mémoire

Les agonistes; augmentent la libération d’acétylcholine dans Ifopampe et le
cortex frontaf* Ils auraient donc un effet bénéfique sur plusieurs tesd@amnésié> SA-
4503 (figure 22) et I'igmesine (figure 18), agoasisélectifs de;, atténueraient 'altération
de I'apprentissage chez I'animal possédant un dgsfannement cholinergique induit par la
scopolamine (figure 23f:°° lls montreraient aussi des effets anti-amnésigueguits par un
blocage des récepteurs NMDA. En effet, ils invamet I'amnésie produite par la

dizocilpine, antagoniste des récepteurs NMDA (fig4)>°

*2 Chaki, S.; Tanaka, M.; Muramatsu, M.; OtomoESr. J. Pharmacol1994 251, 1-2. NE-100, a novel potent
sigma ligand, preferentially binds to sigma 1 bimgdsites in guinea pig brain.

%3 |tzhak, Y.; Stein, ILife sci.199Q 47, 1073-1081. Sigma binding sites in the brain, memjing concept for
multiple sites and their relevance for psychiadigorders.

** Matsuno, K.; Senda, T.; Kobayashi, T.; MitaB®ain Res1995 690, 200-206. Involvement of sigma 1
receptor in (+)-N-allylnormetazocine-stimulatedgmgampal cholinergic functions in rats.

> Earley, B.; Burke, M.; Leonard, B. E.; Gouret,JG.Junien, J. LBrain Res1991, 546, 282-286. Evidence for
an anti-amnesic effect of JO 1784 in the rat: & pioand selective ligand for the sigma receptor.

6 Senda, T.; Matsuno, K.; Okamoto, K; Kobayashi,Nakata, K. M.; Mita, SPharmacol. Biochem. Behav.
1998 59, 129-134. Ameliorative effect of SA4503, a novednitive enhancer, on the basal forebrain lesion-
induced impairment of the spatial learning perfanoein rats.
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Figure 22:SA-4503

|C50: 17nM
Agoniste s,
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Figure 23:Scopolamine Figure 24:Dizocilpine

Les stéroides neuroactifs joueraient un role adass la modulation de la mémoire
paroci. La prégnenolone et la DHEA, ayant une affinigngicative pouro;, présentent des
effets anti-amnésiants chez les souris possédarltération de I'apprentissatfe.

De plus, le donepezil (figure 25), médicament ol maladie d’Alzheimer et
commercialisé sous le nom d’Aricept, aurait ungoactinti-amnésiante grace a sa liaison
aveco;.”®? Il agit comme un inhibiteur d’acétylcholinestéraseais il se lie aussi sur la
protéinec; avec une forte affinité (I&= 14,6 nM). Les effets anti-amnésiants produitsiear
donepezil contre I'altération de I'apprentissageuih par la dizocilpine ou le peptid®s 35—
amyloide sont bloqués par I'administration d’unagunistec;, le BD-1047, ou par un

traitement aux oligodéoxynucléotides antisens oitla protéines;.

| 0
(6]
TO~O~0
o
Figure 25 Donepezil

ICs50=14,6nM
Agoniste s,

" Maurice, T.; Lockhart, B. FProg. Neuropsychopharmacol. Biol. Psychiatt997, 21, 69-102.
Neuroprotective and anti-amnesic potentials of sigaigma) receptor ligands.

°8 Maurice, T.; Meunier, J.; Feng, B.: leni, J.; Mghan, D. TJ. Pharmacol. Exp. The2006 317, 1307-1319.
Interaction with sigma(1) protein, but not N-metiDdaspartate receptor, is involved in the pharmagichl
activity of donepezil.

¥ Meunier, J.; leni, J.; Maurice, 3. Pharmacol. Exp. The200§ 317, 606-614. Antiamnesic and
neuroprotective effects of donepezil against leayiinpairments induced in mice by exposure to aarbo
monoxide gas.
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Les agonistes des réceptearauraient donc une implication dans I'apprentissige
la mémoire par leur modulation avec les réceptauiecétylcholine et NMDA.

7.4. L’'anxiété et la dépression

Les récepteurss; sont connuspour moduler les systémes dopaminergiques et
sérotoninergiques dans le cerveau. De plus, i€éadémontré qu’une substance capable de
réduire la neurotransmission au niveau du system®A peut représenter une nouvelle
classe d'antidépressedfsOr les récepteurs; sont connus aussi pour réguler les récepteurs
NMDA. Donc les ligandss; auraient une implication dans le traitement deépression. La
(+)-pentazocine (figure 26), (+)-SKF-10,047 et S303, des agonistes, diminuent la durée
d'immobilisation dans le test de la nage forcéedetla queue en suspensffi? deux
techniques largement utilisées pour mesurer |'gétantidépressive de nouvelles molécules.
SA-4503 présente aussi des effets sur les symptdém®ssifs comme |'agitation, la perte
d'intérét qui sont modulés par les récepteurs NMMA les récepteurs:.®® L'igmesine
montre une activité antidépressive sur les modaiésaux en pré-cliniqu¥. Cette activité a

été aussi observée cliniquement, démontrant undiaat®dn significative chez les patients

g

Figure 26:(+)-pentazocine
IC50=5,8nM
Agoniste s

sévérement dépressffs.

® Trullas, R.; Skolnick, PEur. J. Pharmacol199Q 185, 1-10. Functional antagonists at the NMDA receptor
complex exhibit antidepressant actions.

61 Ukai, M.; Maeda, H.; Nanya, Y.; Kameyama, T.; Mats, K.Pharmacol. Biochem. BehaiQ98 61, 247-
252. Beneficial effects of acute and repeated aditnttions of sigma receptor agonists on behavideapair in
mice exposed to tail suspension.

62 Urani, A.; Roman, F. J.; Phan, V. L.; Su, T. Pawice, T.J. Pharmacol. Exp. TheR001, 298 1269-1279.
The antidepressant-like effect induced by sigmagteptor agonists and neuroactive steroids in subenitted
to the forced swimming test.

®Wwang, D.; Noda, Y.; Tsunekawa, H.; Zhou, Y.; Mighiz M.; Senzaki, K.; Nitta, A.; Nabeshima, I..
Pharmacol. Exp. The2007, 322, 1305-1314. Role of N-methyl-D-aspartate receptoemntidepressant-like
effects of sigma 1 receptor agonist 1-(3,4-dimeiipdvenethyl)-4-(3-phenylpropyl)piperazine dihydramiide
(SA-4503) in olfactory bulbectomized rats.

® Urani, A.; Romieu, P.; Portales-Casamar, E.; Rarfiad.; Maurice, TPsychopharmacolog002, 163, 26-
35. The antidepressant-like effect induced by thma(1) (sigma(l)) receptor agonist igmesine ingslv
modulation of intracellular calcium mobilization.

% Akunne, H. C.; Zoski, K. T.; Whetzel, S. Z.; Condd. J.; Brandon, R. M.; Roman, F.; Pugsley, T. A.
Neuropsychopharmacologf001, 41, 138-149. Neuropharmacological profile of a sélecsigma ligand,
igmesine: a potential antidepressant.
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7.5. La douleur

Les récepteurs; seraient impliqués dans la modulation de I'anadgées opioides.
Les antagonistes comme [I'halopéridol, n'ont pasffefe antidouleur quand ils sont
administrés seuls, par contre, ils potentialisantéponse analgésique de la morpHire

d’autres ligands des récepteurs aux opiacés Kdppa.

7.6. Le cancer

Les protéines; et o, sont surexprimées dans les cellules tumoralessdasihumains
variés, comme les carcinomes de poumons, de reirgotbn, les tumeurs du cerveau, le
cancer du sein et de la prostitelus particulierement dans les lignées cellutaMA-MB-

231 du cancer du sein et PC-3 du cancer de lagte83Des étuded’* ont montré que des
antagonistess;, comme le Rimcazol€, induiraient I'apoptose sur des lignées de cellules
tumorales.

L'administratiod® de cocaine ou PRE-084 (figure 11), agoniste provoque
I'accroissement des tumeurs accompagné par uneeaugtion de IL-10 et une diminution de
production de IFNg La cocaine, pas, module donc la balance Thl et Th2 supprimant ainsi
la réponse antitumorale et entrainant une croigsdada cellule tumorale. Ces effets peuvent
étre stoppés par I'administration d’'un anticorpgcéiique de IL-10 ou par administration
d’'un antagoniste;.

Les récepteurs; joueraient donc un réle dans les propriétés nmegtmgies sur des
lignées cellulaires du cancer du s&inL’observation des effets sur I'adhésion et la
prolifération de lignées de cellules tumorales paitis’expliquer par le fait que les récepteurs
o1 causeraient un remodelement des rafts lipidiquesbeaucoup de molécules impliquées

% Mei, J.; Pasternak, G. W. Pharmacol. Exp. The2002 300, 1070-1074. Sigmal receptor modulation of
opioid analgesia in the mouse.

®" Prezzavento, O.; Parenti, C.; Marrazzo, A.; Romsis, S.; Vittorio, F.; Arico, G.; Scoto, G. M.,0Rsisvalle

G. Life Sci.2008 82, 549-543. A new sigma ligand, (+/-)-PPCC, antagesikappa opioid receptor-mediated
antinociceptive effect.

% Aydar, E.; Palmer, C. P.; Djamgoz, M. B. @ancer Res2004 64, 5029-5035. Sigma receptors and cancer:
possible involvement of ion channels.

% Aydar, E.; Onganer, P.; Perrett, R.; Djamgoz, M.Malmer, C. PCancer Lett2006 242 245-257. The
expression and functional characterization of sigsigma) 1 receptors in breast cancer cell lines.

0 Spruce, B. A.; Campbell, L. A.; McTavish, N.; Coop#l. A.; Appleyard, M. V.; O'Neill, M.; Howie, J.;
Samson, J.; Watt, S.; Murray, K.; McLean, D.; LesIN. R.; Safrany, S. T.; Ferguson, M. J.; Petérs\,;
Prescott, A. R.; Box, G.; Hayes, A.; Nutley, B.;yRaud, F.; Downes, C. P.; Lambert, J. J.; Thompsom.;
Eccles, SCancer Res2004 64, 4875-86. Small molecule antagonists of the signraceptor cause selective
release of the death program in tumor and selémeltells and inhibit tumor growth in vitro andviivo.

" Achison, M.; Boylan, M. T.; Hupp, T. R.; Spruce, & Oncogen&00§6 26, 11367-1146. HIF-1alpha
contributes to tumour-selective killing by the sgneceptor antagonist rimcazole.

2 Gardner, B.; Zhu, L. X.; Roth, M. D.; Tashkin, B.; Dubinett, S. M.; Sharma, $.Neuroimmunology2004
147, 95-98. Cocaine modulates cytokine and enhaneesrtgrowth through sigma receptors.
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dans ces effets sont présents dans ces rafts (cdesnietégrines, les canaux ioniques, les
récepteurs EGF). Par la modulation de ces rafididipes, les récepteuss affecteraient donc
I'adhésion et la prolifération cellulaire.

SR31747A (figure 27) est un ligand sélectif desepfeurso; ayant une activité
d'immunorégulation et d’inhibition de la proliféran cellulaire. Il est actuellement évalué en
phase Il pour le traitement du cancer de la preétat

De plus, de nombreuses études pré-cliniques oalu@vl'utilité potentielle des
radioligands des protéinescomme agents de diagnostique des cancers de latgfbst du

76
|

sein’® Enfin, Bowenet al’® ont démontré la capacité des ligandsg& induire I'apoptose sur

les lignées de cellules cancéreuses du sein.

OO0

Cl

Figure 27 SR31747A

7.7. L'épilepsie

La protéines; serait aussi impliquée dans I'épilepsie. Les agjess; seraient des
agents potentiellement anticonvulsivaft&n effet, le dextrométhorphane (figure 28) par sa
liaison avea;, empécherait les convulsions induites par le Thimgthylétain)’®

3 Casellas, P.; Galiegue, S. Bourrie, B.; FerrinB.J Jbilo, O.; Vidal, HAnticancer Drugs2004 15, 113-8.
SR31747A: a peripheral sigma ligand with potenitamtor activities.

™ John, C. S.; Gulden, M. E.; Li, J.; Bowen, W. BigAfee, J. G. Thakur, M. LNucl. Med. Biol 1998 25, 189-
194. Synthesis, in vitro binding, and tissue disttion of radioiodinated 2-[125I]N-(N-benzylpipeind4-yl)-2-
iodo benzamide, 2-[1251]BP: a potential sigma récemarker for human prostate tumors.

'S Caveliers, V.; Everaert, H.; John, C. S.; Lahqufte Bossuyt, AJ. Nucl. Med2002 43, 1647-1649. Sigma
receptor scintigraphy with N-[2-(1'-piperidinyl)sth3-(123)l-iodo-4-methoxybenzamide of patientdtwi
suspected primary breast cancer: first clinicalites

® Gebreselassie, D.; Bowen, W. Eur. J. Pharmacol2004 493 19-28. Sigma-2 receptors are specifically
localized to lipid rafts in rat liver membranes.

"Meurs, A.; Clinckers, R.; Ebinger, G.; Michotte,; 8molders, IEur. J. Neurosci2007, 11, 3079-3092.
Sigma 1 receptor-mediated increase in hippocamgiedeellular dopamine contributes to the mecharoéthe
anticonvulsant action of neuropeptide Y.

8 shin, E. J.; Nah, S. Y.; Chae, J. S.; Bing, GinS&. W.; Yen, T. P.; Baek, I. H.; Kim, W. K.; Mdce, T.;
Nabeshima, T.; Kim, H. QNeurochem. In2007, 50,791-799. Dextromethorphan attenuates trimethyltin-
induced neurotoxicity via sigmal receptor activatio rats.
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Figure 28 Dextrométhorphane
Agoniste o,
Ki = 348nM

7.8. L'ischémie

Les récepteurs; sont connus pour étre impliqués dans le processuaguaroprotection

depuis que beaucoup de leurs ligands ont montréeflets cytoprotecteurs sur plusieurs

modeles d’ischémie cérébrale. Le mécanisme de &ess eprotecteurs reste inconnu

actuellement?

ll. La protéine o, et la cocaine

1. La cocaine

1.1. Historique

La cocaine est un alcaloide extrait des feuillesataier. Ce dernier est un arbrisseau

cultivé en Amérique du Sud, en Indonésie

dans l'est africain. La cocaine se présente S
la forme d'une fine poudre blanche.

Dans les sociétés précolombiennes,
coca servait de plante médicinale, de drog
stimulante, d'objet rituel et de taxe d'impositiQ
Dans les pays andins, les feuilles de coca 4
consommeées sous forme d'une chique que
mastique pendant quelques heures. L'app3
digestif est anesthésié : I'usager ne ressent
la faim. Certains ont vu dans cette pratique U

maniere de se protéger du froid de I'altitude.

Klouz, A.; Said, D. B.; Ferchichi, H.; Kourda, NDuanes, L.; Lakhal, M.; Tillement, J. P.; Morin, Eur. J.
Pharmacol.2008 578 292-299. Protection of cellular and mitochondfiaictions against liver ischemia by N-

benzyl-N'-(2-hydroxy-3,4-dimethoxybenzyl)-piperagi(BHDP), a sigmal ligand.
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En 1865, un chimiste autrichien élucide la formadete de la cocaine (figure 29). Dix
ans plus tard, des dérivés de la cocaine sorgagifour les anesthésies locales. Dés 1880 aux
Etats-Unis, la cocaine devient populaire. Elleagshinistrée comme tonique.

Depuis les années 1930, la consommation de cos@steprogressivement répandue.

\N o C{
o
(@]
Figure 29 Cocaine

Ce n'est qu’en 1961 qu’un texte définitif a été o« la convention unique sur les
stupéfiants ». Son objectif est de limiter la prctéhin et le commerce de substances interdites

en établissant une liste de ces substances, geaslifie stupéfiants.

1.2. Utilisation, effets et dangers de la cocaine

Elle est absorbée par inhalation, également iégepar voie intraveineuse ou fumée.
La cocaine est parfois frelatée, coupée ou mélaagBautres substances par les trafiquants,
ce qui accroit sa dangerosité et potentialiseffessest les interactions entre des produits dont
on ne connait pas la composition. La cocaine egisyohostimulant majeur, elle excite le
SNC.

L'usage de cocaine provoque une euphorie immediatesentiment de puissance
intellectuelle et physique, une perte de jugementne indifference a la douleur et a la
fatigue. Ces effets vont laisser place ensuite étandépressif et a une anxiété.

La dépendance psychique a la cocaine est tres ¢dbez I'hnomme et I'animal. Si ce
dernier a le choix entre une eau pure et une eatemant de la cocaine, il consomme la
deuxieme jusqu'a en mourir. Chez ’'homme, une persaur six prenant de la cocaine en
devient dépendarfttet un sur vingt nouveaux utilisateurs sera dépendas la premiére
année d'utilisatiof* Le risque de dépendance est deux fois plus immosial utilisateur

fume la cocaine (cracky.

8 Anthony, J. C.; Warner, L. A., Kessler, R.Exp. Clin. Psychopharmacdl994 2, 244-268. Comparative
epidemiology of dependence on tobacco, alcoholrolied substances and inhalants: findings from the
National Comorbidity Survey.

8 Wagner, L. A.; Anthony, J. Qleuropsychopharmacolog8002, 26, 479-488. From first use to drug
dependence: developmental periods of risk for dé@ece upon marijuana, cocaine and alcohol.

82 Chen, C. Y.; Anthony, J. ®sychopharmacology (Ber3004 172, 78-86. Epidemiological estimates of risk
in the process of becoming dependent upon cocedroaine hydrochloride powder versus crack cocaine.
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La cocaine provoque :

* Une contraction de la plupart des vaisseaux sasguias tissus, insuffisamment
irrigués, s'appauvrissent et, par conséquent, sesent. C'est souvent le cas de la
cloison nasale avec des lésions perforantes cheségers réguliers.

* Des problemes pulmonaires, douleurs abdominalesées.

* Des troubles du rythme cardiaque. lls peuvent &tferigine d'accidents cardiaques,
notamment chez des personnes fragiles et/ou q@iocoment de fortes quantités de
tabac.

 Chez les personnes plus sensibles, l'usage deneopaut provoquer des troubles
psychiques, une grande instabilité d'humeur, ddésedéaranoides (notamment au
bruit) ou des attaques de panique.

* Une augmentation de l'activité psychique et, pamséquent, des insomnies, des

amnésies et des phases d'excitation.

Une autre caracteéristique de la cocaine est @ leg inhibitions, ce qui peut conduire
a commettre des actes de violence, des agressansles, des dépenses compulsives, etc.
La sensation de "toute-puissance” entrainée pemdaine risque d'engendrer des passages a

l'acte.

1.3. Métabolisation de la cocaine

La cocaine est métabolisée essentiellement eropkecgonine qui peut étre détectée
dans les urines pendant deux ou trois jours apretise unique. Elle est aussi métabolisée
en ecgonine et en ester de méthylecgonine. En e€gwise de cocaine et d'alcool a doses
importantes, la benzoylecgonine est estérifiee dlarganisme pour donner l'ester éthylique
de la benzoylecgonine, appelé cocaéthyléne, quesaptopriétés semblables a celles de la
cocaine (figure 30). La combinaison alcool-cocainastitue la cause la plus fréquente de

mortalité liée a I'usage de drogue.
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Figure 30 :Métabolisation de la cocaine.

2. Mécanisme d’action de la cocaine

La cocaine produit ses effets toxiques, physigogs et comportementaux a travers
son interaction avec plusieurs sites distincts N SElle est connue pour moduler certains
systémes de neurotransmetteurs comme la dopanagingérbtonine, la noradrénaline, en
inhibant leur recapture présynaptique, et se ecale nombreux récepteurs notamment les
récepteurs muscariniques et les sité$

L’interaction avec les transporteurs dopaminergguest associée aux effets
renforcants et euphoriques de la cocaine. En elffetyoie mésocorticolimbique de la
dopamine est reconnue dans ce gu'’il est convermpélar les circuits de la récompense et
« du plaisir »* A ce titre, la dopamine apparait comme acteur mmajes comportements
addictifs. Elle joue aussi avec les récepteurs anrsiques et une action sur la létalité de la
cocaineé’

La sérotonine participe a la régulation de I'humele I'appétit et du sommeil. Les
transporteurs sérotoninergiques et les réceptddls &pparaissent étre les sites principaux
liés aux effets convulsifs, les récepteurs musares eto jouent un réle secondaire mais

important et modulatoire de ces efféts.

8 Le Moal, M.; Simon, HPhysiol. Rev1991, 71, 155-234. Mesocorticolimbic dopaminergic network :
functional and regulatory roles.

8 Ritz, M. C.; George, F. Besychopharmacoll997, 129, 311-321. Cocaine toxicity: concurrent influende o
dopaminergic, muscarinic and sigma receptors iniaied cocaine-induced lethality.

®Ritz, M. C.; George, F. R2sychopharmacoll997, 129, 299-310. Cocaine-induced convulsions:
pharmacological antagonism at serotonergic, musicaand sigma receptors.
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La noradrenaline, normalement libérée en réponsstrass, provoque l'accélération
du rythme cardiaque et I'élévation de la pressargsine.
Enfin, il est reconnu que les effets anesthésigigela cocaine sont modulés par son

interaction avec les canaux sodiques neuroffaux.

3. Thérapies existantes

Il n’existe, pour linstant, aucun traitement pmacologique de la dépendance. En
revanche, des médicaments se sont avéres effipacestraiter certains effets secondaires,

comme la dépression (antidépresseurs) ou les ¢aaésonvulsivants).

4. Nouvelles stratégies thérapeutigues

4.1. Antagonistes dopaminergigues

A ce jour aucun résultat concluant sur l'efficacdes antagonistes des récepteurs
dopaminergiques dans le traitement de la dépendareeété rapporté. Néanmoins,
I'utilisation d’antagonistes D1 atténuerait le r@mement induit par la cocaifiéDes études
cliniques sur des antagonistes agissant princigaiersur les récepteurs D2, comme les
neuroleptiques classiques, ont montré qu’ils bleentgpartiellement la consommation de la
cocaine. Mais cette approche thérapeutique sodéfideux principaux problémes :

« L’administration chronique de tels agents induis @éfets moteurs extrapyramidaux
indésirables’
 Le traitement répété d'antagonistes dopaminergiqupesit conduire a une
augmentation de la sensibilité des récepteurs dimgagiques postsynaptiques, ce qui
peut indirectement augmenter les effets subjedifda cocaine et donc ses effets
abusifs®®
Enfin des antagonistes D3 ont été testés maisisonrae résultats contradictoires, d’autres
études sont requises pour élucider le réle de éespteurs dans le traitement de la

dépendance aux drogu&s?

8 Maurice. T.; Martin-Fardon, R.; Romieu, P.; Matsiia) R. RNeurosci. Behav. Re2002 26, 499-527.
Sigma(1) ¢,) receptor antagonists represent a new strateggpsigacaine addiction and toxicity.

87 Decker, K. P.; Ries, R. Ksychiatric Clinics of North Americd993 16, 703-718. Differential diagnosis and
psychopharmacology of dual disorders.

% Kosten, T. R.; McCance, Revista de toxicomanias992, 11, 5-9. A review of pharmacological treatments
for substance abuse.

8 vorel, S. R.; Ashby, C. R.; Paul, M.; Liu, X.; Hes; R.; Hagan, J. J.; Middlemiss, D. N.; Stemp Gaurdner,

E. L.J. Neursci2002 22, 9595-9603. Dopamine D3 receptor antagonism itditmcaine-seeking and cocaine-
enhanced brain reward in rats.
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4.2. Thérapies facilitant la transmission dopaminer gique

La cocaine augmente la transmission dopaminergijuminue la concentration de
la dopamine dans le cerveau. Donc, pendant la qeripitiale d’abstinence aprés une
utilisation de cocaine, le « cocainoman » peutraartains symptébmes comme la dépression,
la fatigue, I'anorexie, des troubles de I'humeurdatsommeil. Une stratégie de traitement
pour contrecarrer ces effets est d’administrer dgsnistes dopaminergiques directs ou
indirects. L’'approche thérapeutique qui impliques cagents facilitant la transmission
dopaminergiqgue comprend une grande variété de psoduec des mécanismes distincts

comme les agonistes directs dopaminergiques, le@amines oxydases et les stimulants.

Agonistes dopaminergiques

Des études ont été réalisées sur différents agsnisomme I'amantadine, la

bromocriptine. Elles ont montré des résultats rifget de nombreux effets secondaite®’

Inhibiteurs MAO
Les résultats cliniqgues montrent que ces agenmts raoyennement efficaces dans la

réduction de I'état de manque (cravifg).

Stimulants

Avec la perspective similaire du traitement parMathadone de l'addiction aux
opiaces, divers psychostimulants ont été propazésne thérapie de substitution. Ces études
ont montré que I'état de manque était diminué, neisonsommation de cocaine n’est pas

réduite. De plus, & long terme, la consommatidiéett de manque augmentefit.

En conclusion, les essais cliniques et les apgotmérapeutiques utilisant des agents
facilitant la transmission dopaminergique pourrlgtément de la cocaine s’averent étre peu

efficace dans la réduction de I'utilisation de leogle et la diminution des symptémes

% Caine, S. B.; Koob, G. F.; Parsons, L. H.; EveBttJ.; Schwartz, J. C.; Sokoloff, Reuroreport.1997, 8,
2373-7. D3 receptor test in vitro predicts decrdaszaine self-administration in rats.

°L Collins, E. D.; Vosburg, S. K.; Hart, C. L.; Hanéy.; Foltin, R. W.Pharmacol. Biochem. Beha2003 76,
401-407. Amantadine does not modulate reinforcéndgjective, or cardiovascular effects of cocainblumans.
%2 Soares, B. G.; Lima, M. S.; Reisser, A. A.; Farkél Cochrane Database Syst. R2003 2, CD003352.
Dopamine agonists for cocaine dependence.

9% Bartzokis, G.; Beckson, M.; Newton, T.; Mandelkevh; Mintz, J.; Foster, J. A.; Ling, W.; Bridge, .
Neuropsychopharmacolog¥999 20, 582-590. Selegiline effects on cocaine-inducezhgies in medial
temporal lobe metabolism and subjective ratingsuphoria.

% Grabowski, J.; Rhoades, H.; Schmitz, J.; StottsDAruzska, L. A.; Creson, D.; Moeller, F. & Clin.
Pharmacol.2001, 21, 522-526. Dextroamphetamine for cocaine-dependi&raément: a double-blind
randomized clinical trial.
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associés comme |'état de manque. De plus, la glgpésentent un profil neurochimique et

comportemental similaire a la cocaine.

4.3. Thérapies ciblant d’autres récepteurs

La dopamine joue un réle essentiel dans les effet cocaine. Néanmoins, d’autres
sites d’action sont impliqués lors de la prise degde. En effet, la cocaine bloque la
recapture de neurotransmetteurs comme la noradvéretl la sérotonine. Elle se fixe sur les
récepteurs muscariniques et sigma. Lors d'une migenique de drogue, la densité de
certains récepteurs augmente comme les réceptaxigitamates et aux opiacés. Enfin, ces
derniers avec les récepteurs GABA jouent un rélpoirtant dans le mécanisme lié a la

cocaine, en partie en raison de leur étroite iel&ion avec le systéme dopaminergique.

Les récepteurs GABA

La thérapievia des agonistes GABAest considérée comme la premiere médication.
Le Bacloféne (figure 31) a montré son efficacit@slbes essais cliniques en diminuant I'état
de manque. La stimulation pharmacologique des téuepGABA; par des agonistes directs
ou des allostériques réduit le renforcement ingait la drogué® L’activation tonique du
récepteur n'ést donc pas requise pour ces effetorgants. En effet, les antagonistes
n'altérent pas I'auto-administratidf.De plus, des inhibiteurs des transporteurs GABA
comme le Tiagabine (figure 32) ont montré une dirtion dans la prise de cocaifte.

OH
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Figure 31 Baclofene Figure 32 :Tiagabine

Enfin, malgré le fait que beaucoup d’agonistes @ABmontrent des propriétés
appétantes (les benzodiazépines ou I'éthanol),oleramate (figure 33), aussi un agoniste

GABA, montrerait lors des premiéres études, une évimeféicacité dans le traitement des

% Filip, M.; Frankowska, M.; Przegakki, E.Eur. J. Pharmacol2007, 574, 148-157. Effects of GABA(B)
receptor antagonist, agonists and allosteric pasitiodulator on the cocaine-induced self-admirtistneand
drug discrimination.

% Vocci, F.; Ling, W.Pharmacol. Ther2005 108 94-108. Medications development: successes aaitnges.
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rechutes. Mais d’autres études doivent étre powiesuafin de pouvoir conclure sur sa réelle
efficacité*?’

O .~—OSO,NH,
o

O
ok
Figure 33 :Topiramate
Les récepteurs GABAergiques diminuent l'efficadi la cocaine, dans un systeme
ou l'essentiel de laction se situe dans une mdada de la neurotransmission

dopaminergique.

Les récepteurs aux opiacés

La voie des opiacés serait aussi impliquée dasseffets de la cocaine. Apres
administration de la drogue, la densité de cesptéoes augmente. Plusieurs études ont
montré que les antagonistes opioides, les agomatéslsu et agonisteg modifiaient I'auto-

administration de la cocaifi.

Les récepteurs sérotoninergigues

Il existe de plus en plus de recherches qui mohtlienplication d’autres systemes de
neurotransmetteurs que celui de la dopamine dauiglittion. le systéeme sérotoninergique
participerait notamment a l'action renforcante, csglément 5HTg, qui modulerait la
récompense et le renforcement induit par les itduips des transporteurs dopaminergiques
(DAT). La stimulation de ces récepteurs augmemtetibn renforcante des inhibiteurs DAT et
facilite 'augmentation de la dopamine induite parcocaine. Les molécules ciblant les
récepteurs 5HT centraux pourraient donc étre uneeile approche thérapeutigtfeEn effet,
les inhibiteurs des transporteurs seérotoninergiquEsnme la fluoxétine (figure 34),
atténueraient les effets stimulants induits pazdeaine’® Tandis que les antagonistes 5HT

comme la pirenpérone (figure 35), diminueraientlasvulsions provoquées par la dro§tie.

*Reis, A. D.; Castro, L. A.; Faria, R.; Laranjeif,Rev. Bras. Psiquiat2008,30, 132-135. Craving decrease
with topiramate in outpatient treatment for cocadependence: an open label trial.

% Howell, L. L.; Czoty, P. W.; Byrd, L. DPsychopharmacology.997, 131, 40-48. Pharmacological
interactions between serotonin and dopamine onviahia the squirrel monkey.
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Figure 34 Fluoxetine Figure 3®irenperone

Les récepteurs au glutamate

Les récepteurs aux glutamates métabotropiquesnetropiques sont impliqués dans
les effets comportementaux des psychostimulantste G#¥bservation ouvre une approche
originale dans le traitement de l'addiction. Enegffl'utilisation d’antagonistes NMDA,
comme la dizocilpine (figure 24), bloque la serlg#i comportementale induite par la
cocaine. Le prétraitement avec ce médicament @serats, empéche l'acquisition de l'auto-

administratiort?

Les récepteurs noradrénergiques

La cocaine inhibe les transporteurs noradréneegigy par conséquent, ils joueraient
un réle important dans la modulation des effetsusints de la cocairé.De plus, la prise
chronique de cocaine entraine une surrégulatiortrdasporteurs dans les zones du cerveau
impliqués dans le renforcement et la rechute (B&d-bucleus of the stria terminalis, situé
dans le systéme limbique, amygdale et I'hippocampetilisation d’agonistes:, aurait une
utilité dans le traitement de la prévention dehuges. En effet, la réduction de I'activité des
neurones noradrénergiques et la libération de nématine dans le cerveau empéche la
réinstallation du comportement d’auto-administrafi®y

D’autre part, des antagonistgsadrénergiques comme le propranolol (figure 36) ont
montré une efficacité dans la diminution du rendonent induite par la cocaine chez le

singe!™

% Platt, M. D.; Rowlett, J. K.; Spealman, R..D Pharmacol. Exp. TheR007, 322, 894-902. Noradrenergic
mechanisms in cocaine-induced reinstatement of sieeging in squirrel monkeys.

10 Erh, S.; Hitchcott, P. K.; Rajabi, H.; Mueller,:[Zhaham, Y.; Stewart, Bleuropsychopharmaclogg200Q

23, 138-150. Alpha-2 adrenergic receptor agonistskbstress-induced reinstatement of cocaine seeking.
1 Harris, G. C.; Hedaya, M. A.; Pan, W. J.; KalivBsNeuropsychopharmaclog$996 14, 195-204. beta-

adrenergic antagonism alters the behavioral antbnbamical responses to cocaine.
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Figure 36 Propranolol
Enfin, les souris KO des récepteuss-adrénergiques montrent une diminution
importante de [I'hyperactivité locomotrice induit rpda cocaine de méme pour la

sensibilisation et ne présente pas d’effet EBP.

Les récepteurs muscariniques

Les récepteurs muscariniqgues joueraient un roles das effets toxiques et les
convultions induits par la drogue. En effets, laganiste pirenzepine (figure 37) diminue la

|étalité et les convulsions provoquées par la ce4i®
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Figure 37 Pirenzepine

Les sites sigma

Une hypothése intéressante serait peut étre deérgaser a la protéing. En effet,
I'implication de cette protéine dans I'action dectacaine n’est étudiée que depuis peu. Car la
cocaine a une affinité modeste pour les siteg&lle interagit avec les deux sous-type®to,
mais avec une affinité dix fois supérieure poufki = 29uM).'% La protéines; se trouve en
forte densité dans le cerveau et le coeur, deuxnesgaibles importants dans 'action de la
drogué”. En effet, la cocaine provoque une euphorie, mpitante dépendance et surtout
de graves problémes cardiaques. Des études ontréenqoe I'utilisation d’antagonistes

pharmacologiques de; ou des souris traitées avec des oligodéoxynuckEpt@antisens

192 brouin, C.; Darracq, L.; Trovero, F.; Blanc, Glp@inski, J.; Cotecchia, S.; Tassin, JJPNeurosci2002

22, 2873-2884. Alphalb-adrenergic receptors contrdinotor and rewarding effects of psychostimulanics
opiates.

193 Matsumoto, R. R.; Hewett, K. L.; Pouw, B.; Bow&¥, D.; Husbands, S. M.; Cao, J. J.; Hauck Newman, A
Neuropharmacolgy?2001, 41, 878-886. Rimcazole analogs attenuate the comeutdfect of cocaine:

correlation with binding to sigma receptors ratiiem dopamine transporters.
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(bloguant donc I'expression de la protémg, atténuaient I'action de la cocaine, c’est-a-dire
les effets convulsifs, toxiques et comportementprovoqués par la drogue. L'idée que la
protéinec; serait impliquée dans I'action comportementaleadedcaine devient donc de plus

en plus acceptée ces derniéres anffées.

4.4. Immunopharmacothérapie

Une approche immunopharmacothérapeutique est ers cétudé® pour créer un
vaccin contre la dépendance a la cocaine. Pouniohiae réponse immunitaire de notre
organisme face a la cocaine, il faudrait greffelaamolécule de cocaine une protéine
facilement reconnaissable par le systeme immueitdér facon & provoquer une production
d’anticorps. Ainsi, les molécules de cocaine nerppmi pas atteindre le cerveau et plus
particulierement les récepteurs neuronala. compagnie de recherche pharmaceutique
Xenova, a développé le TA-CD, un vaccin contrediation a la cocaine. Il se trouve en
phase Il. En se liant aux petites molécules deinecdl permet au systéeme immunitaire de
développer des anticorps qui reconnaissent la @o§ule « cocainoman » reprend de la
drogue, elle sera détruite par le systeme immuaitavant de faire effet. Le but est de
supprimer I'euphorie que la cocaine procure, darccpnsequent la dépendance. Lors des
essais, le taux d’'anticorps, important chez I'amhjinsaéavére moins élevé chez 'homme et
donc moins efficace contre I'effet de manque dinfilnation de la cocaine. La vaccination ne
pourra donc pas étre utilisée en monothérapie nesis complément avec d’autres

médicationg?

5. Les relations entre la protéineo; et la cocaine

\

La capacité des ligands a intervenir dans lesteffie la cocaine résulte de leur
aptitude a intervenir dans l'action de la drogue plusieurs niveaux. lls interferent
directement avec la protéirg localisée dans les organes clés de I'action dérdgue. lls
modulent les systémes de neurotransmetteurs inggiglans le mécanisme d’action,

principalement le systéme dopaminergique, mais i a@ssysteme adrénergique et les

194 Heidbreder, C. A.; Hagan, J.Qurr. Opin Pharmacol2005 4, 107-118. Novel pharmacotherapeutic
approaches for the treatment of drug addiction@ading.
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récepteurs NMDA, et interviennent dans le changem@&xpression des genes provoqué par
la cocaine?®

Les effets de la cocaine passent par un mécanisgtialaire impliquant la
potentialisation des synapses excitatrices desoneardopaminergiques. Ces derniers sont
modulés par différents systémes de neurotransmetteomme les récepteurs GABA,
glutamatergiques, les récepteurs aux opiacés sitésw.>

Les neurotransmetteurs GABAergiques (inhibiteuts NC) et glutamatergique
(Glu=excitateur de SNC) contrélent les neuronesadupergiques au niveau de lair
tegmental ventral (VTA), mais aussi au niveau d@s a&ibles de la libération de
dopamine comme le cortex préfrontal (CtxPf), leléus accumbens (NAc) ou 'amygdale.

La cocaine bloque les transporteurs dopaminergigae augmente ainsi la
concentration de la dopamine extracellulaire, if@acit ses effets sur les récepteurs

dopaminergiques post-synaptique D1, D2 et D3 (6d8).

Cocaine il

. A
S S CBPHNAc/Amygdale

Figure 38 Mécanisme d’action de la cocaine, des récepteursxaapiacés, aux glutamates
et GABA sur les neurones dopaminergique®

Grace a un couplage avec une protéine G, les tedaspdopaminergiques activent
'adénylate cyclase (AC) ou la phospholipase C (Ple@trainant une augmentation de
I'inositol triphosphate (IF) ou de 'AMPc, les seconds messagers (figure [3f).; active son
récepteur sur le RE. Cette activation mobilisedkiom intracellulaire qui active les voies
des kinases et des facteurs de transcription dessgaour induire les effets plastiques de la

cocaine. Au niveau pré-synaptique, les récepteunsteragissent avec les récepteurs NMDA
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et modulent leurs réponses. Au niveau du neurorst-gymaptique, ils peuvent aussi étre
impliqués dans la délocalisation du complexe triqmér vers la membrane plasmique, ou ils
diminuent l'activation post-synaptique des récepgeuwux opiacég etk ou vers la membrane
nucléaire, ou ils peuvent affecter les effets deselurs de transcription sur I'expression des
genes.

a /" AMPc kinases ST

) N\ |
‘/
\\\_ﬁ

Figure 39 Implication possible de la protéines; dans les airs du cortex préfrontal, le
nucleus accumbens ou 'amygdalé&®

Locahe

Les récepteurs;, situés dans le VTA, forment un complexe triméei@vec I'IR via
I'ankyrine B sur la membrane du RE. La cocaine @&tiver les récepteuks grace aune
interactiondirecte ou indirecte. Apres activation, le réceptest délocalisé du réticulum vers

la membrane plasmique, ou il peut moduler I'actides récepteurs NMDA (figure 40).
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Figure 40 implication possible de la protéines; au niveau de I'air tegmental ventral®®

En conclusion, les récepteurs modulent I'activité des neurones dopaminergiques a
différents niveaux. Au niveau pré-synaptique, égulent I'efficacité de la libération de la
dopamine et au niveau post-synaptique, ils moduEnvoies impliquées dans les réponses
aux récepteurs a la dopamffte.

La protéinec; constituerait une bonne cible pour le développéntesgents anti-
cocaine et une stratégie prometteuse dans lentiitede la dépendance a la cocaine et des
overdoses® De récentes études confirment cette hypothéseoetramt ques; serait impliqué
dans plusieurs effets induits par la cocaine. Qagoaphe fera un résumé des études des

agonistes et antagonistes des réceptalesleurs actions sur les effets induits par la deog

5.1. Implication de o7 dans les effets stimulants de la cocaine

La cocaine induit une hyperactivité. L'interactides récepteurs; sur ces effets
locomoteurs a été montrée par I'étude des antagsros bloquant les effets stimulants
induits par la drogue. Les antagonistes BD-104gu¢é 17), BD1008 (figure 41) diminuent

a7
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I'hyperactivité induite par la drogue. Cet effet t esetrouvé avec [utilisation

d’oligodéoxynucleotides antisers:1°

CID/\/N\/\NQ
Cl
Figure 41 :BD-1008
Ki = 0,34nM
Antagoniste s
Une administration aigué de cocaine induit done uryperactivité, mais une

administration répétée provoque une sensibilitéc aue renforcement et une dépendance
apparaissant trés peu de temps aprés la premigation. BMY-14,802 et le rimcazole
(figure 10), antagonistes, atténuent le développement de la sensibilitéiingar la cocaine

sur la locomotiori®

5.2. Implication de o3 dans les effets appétants de la cocaine

Les récepteursc; sont aussi impligués dans la modulation des prEwié
récompensantes de la cocaine. Ces effets appé&tamtsnesurés par un test caractéristique
dans I'étude des drogues : le test de conditionnéenhe préférence de place CPP. Ronatu
al*®"1%ont montré que le CPP induit par la cocaine élaijué par les antagonistes comme
le BD-1047 ou par une injection d’antisens desptsgsc; dans le cerveau. De plus, le CPP
induit par un inhibiteur sélectif des transportedopaminergiques, sans affinité paur est
inhibé par les antagonistes sélectifsmontrant ainsi le role de; dans la cascade du signal
dopaminergigugue pourrait activer la cocaine.

Enfin, les neurostéroides comme la pregnenolondaeDHEA, agonisteso;,
n’'induisent pas de CPP seul mais augmentent le i68Rt par la cocaine. Tandis que la
progestérone comme le BD-1047, antagonistes bloque cet effet. Des propriétés
pharmacologiques similaires ont été observées giggands et les neurostéroides. En effet,

les effets de potentialisation provoqués par la BHEla Pregnenolone sont bloqués par une

195 McCracken, K. A.; Bowen, W. D.; De Costa, B. Rafsumoto, R. REur. J. Pharmacol1999 370, 225-
232. Two novel sigma receptor ligands, BD-1047 BRell 72, attenuate cocaine-induced toxicity and footor
activity.

1% McCracken, K. A.; Bowen, W. D.; Matsumoto, R.Bur. J. Pharmacol1999 365, 35-38. Novel sigma
receptor ligands attenuate the locomotor stimweaddfiects of cocaine.

197 Romieu, P.; Phan, V. L.; Martin-Fardon, R.; Maeti@.Neuropsychopharmacologg002, 26, 444-455.
Involvement of the sigma(1) receptor in cocaineditet conditioned place preference: possible depereden
dopamine uptake blockade.

1% Romieu, P.; Martin-Fardon, R.; Maurice, Neuroreport.200Q 11, 2885-2888. Involvement of the sigmal
receptor in the cocaine-induced conditioned plaeéepence.
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pré-administration de BD-1047 et ceux provoqués plymesine, sont bloqués par
I'administration de la Progestérone. Les neurostieagiraient donc comme les ligands dans

la modulation des propriétés récompensantes irglpéela cocaine via les réceptesys®®

5.3. Implication de @ dans les effets toxigues et convulsifs de la cocain e

L'usage abusif de cocaine peut produire de nombefi@ts irréversibles comme les
convulsions, la létalité, spécialement lors de édwlose. Il n'y a actuellement aucun
traitement pour cette urgence médicale. L’habili¢ela cocaine a interagir avecdans les
organes clés comme le cerveau, le cceur et les pmyraffectés lors d’'une overdose, montre
gue cette protéine est une cible intéressante.

L’équipe de Matsumotd® a démontré que les effets toxiques de la cocaixiené
modulés par la protéine. Les agonistgspotentialisent et les antagonistes inhibent les
convulsions induites par la cocaine. En effetjlis#tion d’antagonistes pharmacologiques de
61, comme BMY-14,802, BD-1047, BD-1063, UMB-1£8™ " 4(figures 42, 43, 44), ou de
souris traitées avec des oligodéoxynucléotidessamsi bloquant donc I'expression de la
protéine o1, atténuerait I'action de la cocaine, c’est-a-dire &fets convulsifs, toxiques,

létaux et comportementaux provoqués par la drogue.

O YOS
N MeO N\/\N cl —\
" F \©/\/ Q N\—/Nf

Figure 42BMY-14,802 Figure 43:.UMB-116  Figure 44:.BD-1063
IC50=66NM Ki = B Ki =9nM
Antagoniste 6, Antagonistes; Antagoniste 6,

199 Romieu, P.; Martin-Fardon, R.; Bowen, W. D. Maeri@.J. Neurosci2003 23, 3572-3576. Sigma 1
receptor-related neuroactive steroids modulateicedaduced reward.

10 Matsumoto, R. R.; Liu, Y.; Lerner, M.; Howard, &.; Brackett, D. JJ. Pharmacol2003 469, 1-12. Sigma
receptors: potential medications development taiggedinti-cocaine agents.

1 Menkel, M.; Terry, P.; Pontecorvo, M.; Katz, J; Witkin, J. M.Eur. J. Pharmacol1991, 201, 251-252.
Selective sigma ligands block stimulant effectsafaine.

2 paniels, A. T.; Ayala, E.; Chen, W.; Coop, A.; amoto, R. REur. J. Pharmacol2006 542, 61-68. -[2-
(m-methoxyphenyl)ethyl]-N-ethyl-2-(1-pyrrolidinyleylamine (UMB 116) is a novel antagonist for coeai
induced effects.
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5.4. Implication de o7 dans 'auto-administration de la cocaine

Des tests ont été réalisés sur les effets deabmmistec; BD-1047 (figure 17) par
rapport a l'auto-administration de cocaine chezrde BD-1047 ne modifie pas le
renforcement direct induit par la cocaine. En retanil diminue le rétablissement, a la suite

d’une extinction, du renforcement provoqué parrtzgde.

5.5. Implication de o, dans les effets de la cocaine

Le rbéle deo; est par contre moins clair et les recherches sarambion contre la
cocaine sont compliguées en raison de I'absenceedagquence d’acides aminés de la
protéine qui pourrait permettre de construire uiyaoleoxynucleotides antisens. SM-21
(figure 45), antagoniste de pourrait atténuer la motilité induite par la coaaithez les
souris™® Cependant, le mécanisme d’action n’a pas endérecénplétement caractérisé. De
plus, la toxicité de certains ligandsserait due probablement a leur manque de seél&ctivi
enverso;, c'est-a-dire a leur liaison aveg Il est donc important de porter les études sar de
ligands sélectifs de.

o

cl

Figure 45:SM-21
Antagoniste s,

ICs00:>1000nM
ICs500,=67nM

Au laboratoire, notre recherche de ligardss’effectue en collaboration avec le Dr
Tangui Maurice (Inserm U. 710, Montpellier) pour ti@itement contre I'addiction a la

cocaine, dans le cadre d’'un projet financé parllaDVI.

113 Matsumoto, R. R.; Mack, A. [Eur. J. Pharmacol2001, 417, R1-R2. (+/-)-SM 21 attenuates the convulsive
and locomotor stimulatory effects of cocaine in enic
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l1l. Projet de recherche

1. Les dérivés tétrahydroisoquinoléines

Les dérivés des hydantoines ont beaucoup été studidui a permis de découvrir de
nombreuses applications thérapeutiques. En eféstadxiolytiques* des antiandrogénes
et des antibactériel§ ont été synthétisés sur la base d'une structudarigine. Nous
sommes donc partis d’'une structure hydantoineqangainte : tétrahydroisoquinoléine(Tic)-
hydantoine. En effet, lors d’'un criblage de chimémues du laboratoire, le noyau Tic a été
identifié comme une structure sélectivesde

Le composéA; (figure 46) s’est révélé étre un ligand tres délete o; de cochon
d’'inde avec une I de 16 nM. L’affinité de cette molécule paurpourrait s’expliquer par la
présence d’'une partie aromatique et d'un atomeotBaprotonable d’aprés le modele de

Glennon et d’Ablordeppef:"*

@CQNXNQ

Figure 46 composé A

Au laboratoire, le but du projet consiste a étudiés relations structure-activité de
cette famille de molécules afin d’optimiser I'adtévet la spécificité vis a vis dg.

Les études précédentes ont visé a étudier indépendat I'impact de la modification
du noyau Tic-hydantoine, ainsi que la nature &rgueur des chaines latérales.

Nous avons vu précédemment que la structure detéipec; était transmembranaire
(introduction 8 2. Sous-types et structure de latgine sigma). Cette structure rend donc
difficile I'étude des relations structure-activitdes ligands de la protéinear étant
transmembranaire, la protéine ne peut pas étrealtigée. Ainsi, il n’existe pas de structure
cristallographique pouvant expliquer les différanki@isons, interactions entre la protéine et

son ligand, obligeant ainsi une étude plus lenfg@gressive.

14| opez-Rodriguez, M. L.; Rosado, M. L.; Benhamu, Borcillo, M. J.; Sanz, A. M.; Orensanz, L.; Beteg,
M. E.; Fuentes, J. A.; Manzanares).JMed. Cheml1996 39, 4439-4450. Synthesis and Structure-Activity
Relationships of a New Model of Arylpiperazines2i[[4-(o-Methoxyphenyl)piperazin-1-yllmethyl]-1,3-
dioxoperhydroimidazo[1,8]pyridine: A Selective 5-H], Receptor Agonist.

15 payen, O.; Top, S.; Vessiéres, A.; Brulé, E.; RiaimM. A.; McGlinchey, M.; Miller-Bunz, H.; Jaoug®. J.
Med. Chem2008 51,1791-1799. Synthesis and Structure-Activity Relaghips of the First Ferrocenyl-Aryl-
Hydantoin Derivatives of the Nonsteroidal Antiangiea Nilutamide.

1% Barnes K.; Liang J.; Wu R.; Worley R. L.; LeeBrpughton R. M.; Huang T. Riomaterial,2006 27,
4825-4830. Synthesis and antimicrobial applicatiois,5'-ethylenebis[5-methyl-3-(3-
triethoxysilylpropyl)hydantoin].
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2. Travaux antérieurs

2.1. Modification du noyau Tic-Hydantoine

Afin de modifier le noyau tic-hydantoine, plusiewssatégies de synthése ont été
développéed'’ 8 Tous les composés synthétisés de la série odvatéés dans des tests de
liaison au site cérébrai; de cochon d’inde en utilisant I'Halopéridol commgahd de
référence. Les composés les plus actifs ont égalieété testés sur, de cortex cérébral de
rat. Les résultats des tests biologiques sont t@pées dans le tableau 1.

ICs5001 (NM)? ICs002 (NM)?P Ratio

Pat structure cochon d'inde rat 0,/6,°

As @@é” 16 +3 >1000 >60

(o)
A @Q """" <”NN© 6,619 >1000 >150

(o]
NS
As T 09+0,1 507 + 80 563
NX<

/
As QCﬁNN” >1000 nd nd
HO \<

[
As CQNO >1000 nd nd

As MM 215+4,0 >1000 >45

A; @QNO 5445 >1000 >15

As w,\‘/\/@ 77+6 >1000 >10

Ag &&(NNO 66 + 8 >1000 >15
o

a halopéridol : ICsy(01) = 1-5 nM; ICs,(02) = 49 nM. b nd: non déterminé.
Tableau 1

"Charton, J.; Cazenave Gassiot, A.; Girault-Mizzj,[8breu-Fontaine, M.-A.; Melnyk, P.; Serghera€tt,
Bioorg. Med. Chem. Let2005 15, 4833-4837. Synthesis and pharmacological evalnatf Tic-hydantoin
derivatives as selectivg ligands. Part 1.

H18Cazenave Gassiot, A.; Charton, J.; Girault-Mizzj,Glleron, P.; Debreu-Fontaine, M.-A.; Sergheta€r;
Melnyk, P. Bioorg. Med. Chem. Let2005 15, 4828-4832. Synthesis and pharmacological evaloat Tic-
hydantoin derivatives as selectivgligands. Part 2.
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Les résultats de cette premiére étude ont mon&é qu
- Le carbone asymétrique a une influence sur fiaéi: le dérivé (RA, est plus affin que le
dérivé (S)A; avec une sélectivité préserveée.

- Le remplacement de I'urée par une thioudéeentraine un accroissement de I'affinité, bien
gue I'atome de soufre soit un moins bon acceptediagson hydrogeéne.

-L’élimination de la partie aromatique du TAg ou la substitution de ce dernier en position 7
par un groupement hydroxyke,, en accord avec le modéle de Glennon et d’Ablordgfbe
entraine une perte importante de l'affinité.

- 'allongement de la chaine latérale d’un groupermeéthyleneds ne change ni I'affinité, ni
la sélectivite.

- Le remplacement du noyau Tic par un noyau in@ofl diminue I'affinité d’'un facteur
quatre.

- La réduction de I'hydantoine en urAe ou en aminé\g est défavorable. Donc il est peut-
étre nécessaire d’avoir un accepteur de liaisodsolggnes pour I'affinité ou peut étre que le
trop grand nombre d’'azotes protonables est défalorpour I'affinité. Cette derniere
supposition renforce I'hypothése précédente d’Adsppey et de Glenn&hsur la nécessité
d’avoir un seul site protonable.

En conclusion, cette premiere étude a mis en véiemportance de : 'atome d’azote
protonable, la présence d’'un groupement hydropHatsteréochimie du carbone asymétrique
et enfin la structure hydantoine ou thiohydantoife.revanche la longueur de chaine ne
parait pas moduler I'affinité (figure 47).
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s défavorable o
) favorable Vi O
N

Figure 47 Relation Structure-Activite.

2.2. Modification de la nature et des longueurs des chaines latérales

Apres avoir étudié la structure du noyau Tic-hydéng, les recherches ont été portées
sur la chaine latérale. L'importance des substitida I'azote a été évaluée syrDans cette
étude, tous les composés synthétisés de la séreuesi été évalués dans des tests de liaison
au site cérébrat; de cochon d’'inde en utilisant I'Halopéridol comngahd de référence. Les

résultats sont présentés dans le tableau 2.

IC5001 (nM)a
Cochon d’'inde

[e]
|
(o]
6]
o | Oy, | om
__/

o
(o]

B @ithxN/ijN\ >1000
\_/

Pdt Structure

Bs N NN >100
\\g bN\
o]
AN
B4 NW<N N&N\/\/'L\ >100
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o]
Bs N\\<N/\/\N/\N\/© 32+6

0\
Bs Mwﬁv@ 23,8+ 3,7

a halopéridol : ICg(01) = 1-5 nM

Tableau 2

Cette série permet de confirmer le peu d’influesieel’affinité du remplacement de la
chaine éthyle par une chaine propye ét B,, Bs et By).

L’introduction du motif benzylpipérazin@Bs et Bs) permet de conserver une bonne
affinité par rapport a celle du compo&é¢ alors que les autres dérivés pipéraziiiks), non
substitués par un groupement aromatique, ne sanaffias pour le site étudié. Un second
groupement aromatique semble donc nécessairefait@fpourc;. Ce qui renforce encore

I'hypothése du modéle pharmacophorique d’Ablordgptele Glennoft*

2.3. Modification des longueurs de part et d’autre de l'azote protonable

Les recherches précédentes ont donc montré quenkati’azote protonable entouré
par deux groupements hydrophobes était favorablaffinité, conformément au modéle
pharmacophorique. La structu@g a donc fait I'objet d’étude plus approfondie afim valider
limportance ou non des longueurs de chaine de giadtautre de I'azote protonable. Les
résultats sont répertoriés dans le tableau 3. begposés les plus actifs ont également été

testés sue, de cortex cérébral de rat.

ICs001 (NM)? ICs5002 (NM)?° Ratio

Pdt : m R Cochon d'inde rat 0,10,
A, / / / 16 +3 >1000 >60
C, 3 1 H 96+14 >1000 >100
G 3 4 H 10,5+2,0 nd nd
Cs 2 1 Ch; 45+0,1 972 +41 216
Cy 2 2 Ch; 12,6 +1,6 nd nd
Cs 2 3 Ch; 13,6 £+1,9 nd nd
Cs 2 4 Ch; 3,2+0,2 358 + 60 112
C; 2 5 ChH 29+0,1 >1000 >340
Cs 3 0 ChH >100 nd nd
Cy 3 1 ChH 39+0,1 502 + 98 129
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Cio 3 2 Ch 2,1+0,1 21 £11 10
Cu1 3 1 OA'\f;\\/N >100 nd nd
Ci2 4 1 Ch 4,1+0,1 >100 >20
Cis 4 2 Ch 9,9+0,1 nd nd
Cia 5 1 Ch 5,0+0,9 81 +16 16
Cis 5 2 Ch 11,7 +£0,3 nd nd
Cis 6 1 Ch 94+1.8 nd nd
Ci7 6 2 Ch 29,5+ 3,6 nd nd
Cis MO@ 2,4+0,1 24 +0,1 10
a halopéridol : ICsy(01) = 1-5 nM; ICs4(02) = 49 nM. b nd: non déterminé.
Tableau 3

Tous les composés (excef@g Cii et Ci7) sont plus affins que le compaoAg, tout en
préservant une bonne sélectivité. Il sembleraitcdguril n'y ait pas de longueur de chaine
minimale nécessaire pour I'affinité. Par contreg urop longue chaine entre les 2 noyaux
aromatiques semble défavorable (comp@seé n =6 et m = 2).

Les composéE€;, C; et Cy4 ont une affinité similaire. Il semble donc qu’iyrait pas
de corrélation directe entre I'affinité et la lomgu respective des chaines des deux cbtés de

I'atome d’azote central.

Ces résultats ne semblent pas en accord total lavewdele d’AbIordeppé‘il. En
effet, celui-ci montre que la longueur optimale kde chaine entre I'atome d’azote et
I'hydantoine devrait étre d’environ 3A. Tandis guéulongueur de 8,3A (m=5) apparaitrait
idéale entre 'atome d’azote et le groupement plkeeny

Néanmoins, la perte importante d’affinp@ur les composé€s et C; confirme la
contribution de I'atome d’azote protonable poulidégson au site;.

Enfin, le dérivé aminé secondaie présente une plus faible affinité que son analogue
tertiaire méthyléCo.

Des tests de toxicité ont été réalisés sur cesamolécules possédant i@y, entre 1
et 15nM, pour veérifier la toxicité d’'une moléculeea une forte affinitt comme le composé
Co et avec une plus faible affinité comme le compBséles résultats sont présentés dans le

tableau 4.

Pdt Composés K5 (NM) CGCso (uM) 1S
Cochon d’inde
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Cz WNMNW© 10,5+0,1 31#1 2950
[
Cs @CQ(” 4,520,1 107+4 23770

o
Cs @Cﬁwﬂ@ 13,6+1,9 13647 10000

Co @C@KM 3,940,1 196+11 | 50260

\
Cis @CQ(WW@ 9,940,1 106+3 10710

Cia N«NWT“Q 5,0+0,1 101+20 20200

Tableau 4

Tous les composés ont unesd@e I'ordre du nanomolaire alors que lessgont de
'ordre du micromolaire. Les index de sélectivit (rapport CG sur 1Go) sont tres bons,
tous supérieurs ou égaux a 10000. Le composé lasnadiin Cs posseéde un IS moyenne par
rapport aux autres, alors que le compGséyantune bonne affinité enveks, possede le

meilleur IS.

Les résultats des premieres études ont réveléajaenfiguration R et qu’un noyau
thiohydantoine rendaient la molécule plus actives Isecondes études ont montré que le
composé&Cy (figure 48), de par sa faible toxicité et son noentee degrés de liberté, possédait
les longueurs de chaines idéales autour de I'azbte

Le criblage permettant de trouver la structure dmmoséA comme affine des
récepteurs; et les premieres pharmacomodulations en relatien B2 modele d’Ablordepey,

ont permis de mettre en valeur le comp8s€omme une nouvelle téte de série.

o}

Com e

o G,
Figure 48

3. Objectif du travail

L’objectif du projet a été de poursuivre cette phacomodulation autour de cette téte

de série pour ainsi augmenter l'affinité et la stblité vis-a-vis des;. Des études ont été
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réalisées d’'une part sur la structure Tic-hydamtdiut en gardant la chaine latérale intacte et
d’autre part sur la chaine latérale tout en gartdastructure Tic-hydantoine.

La stéréochimie du carbone asymétrique et le resepiant de I'hnydantoine par une
thiohydantoine ont d'abord été évalués avec lanehdatérale optimale 3-1. D’autres
pharmacomodulations ont ensuite été réalisées radtonoyau Tic-hydantoine. Notamment,
en étudiant I'impact au niveau de [laffinité sus;, d'une ouverture du cycle
tétrahydroisoquinoléine, d’un remplacement de ogn@ar une pyridine ou une tétraline, de
la modification de la liaison Tic-hydantoine etfeactionnalisation. Au niveau de la chaine
latérale, nous avons évalué lI'importance d’une tionoalisation de I'aromatique, du petit
groupement sur I'atome d'azote protonable, nécesshaprées le modele d’Ablordepey et
enfin I'importance d’une rigidification de la cha&itatéralgfigure 49).

= \\< @ Rigidification de la chaine latérale
N —
0 A
/

Modification de la liaison

Tic-hydantoine
Fonctionnalisation
l \(iu groupement aromatigue|
R1
N N
Y N
Foncnonnallsanon )
R

de la tétrahydroisoquinoléine Thlocarbon le

Ouverture du cycle
tétrahydroisoquinoléine

Modification
du petit substituant

Figure 49 :Pharmacomodulation autour du hit.
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Modification du noyau Tic-hydantoine

Afin d’étudier les relations structure-activité desérie, nous avons dans un premier
temps évalué I'importance du noyau Tic-hydantoioer paffinité et la spécificité vis a vis de

o1. Pour cela, les molécules représentées dansédensch ont été envisagées et synthétisées.

(0]
o) N N—

N N~ ©
ﬁ T

Modification de la liaison
Tic-hydantoine

Fonctlonnallsatlon
de la tétrahydroisoquinoléine

Ouverture du cycle
trétrahydroisoquinoléine

Schéma 1

En préparant ces molécules, nous avons voulu é&viilmportance de la stéréochimie,
de lintroduction d'un groupement plus lipophilehifthydantoine, thiocarbonyle), de la
rigidification et la fonctionnalisation de la sttuce tétrahydroisoquinoléine, de la présence et
la localisation de I'atome d’azote sur cette sttt et enfin de la modification de la liaison
Tic-hydantoine.

1. Stratégie de synthese

Plusieurs voies de synthéses ont été envisagées pmmettre d'effectuer les

modifications sur la structure Tic-hydantoine.
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Pour synthétiser les composeés, trois stratégiesydiese, utilisées lors des travaux
précédents réalisés a I'IBL, ont été étudiees (veh2).

La rétrosynthése A*'?° consiste a obtenir le composé voulu & partir d'une
substitution nucléophile de IA-méthylbenzylamine sur le dérivé halogéhéen milieu
basique. Cette derniere molécule peut résulterddaite attaque de I'azote du comp@sgur
un alcane dihalogéné en milieu basique (voie rgttbetique A’), soit d’une cyclisation de
'urée 3 avec le CDI et la DIEA (voie rétrosynthétique A”)

Le composé est obtenu a partir de la Tic-OH qui sera tramsé® en amide puis
cyclisée en présence de CDI et de DIEA. Le compasst formé a partir d’'une réaction entre
un isocyanate chloré sur la fonction amine de tadiH estérifiée.

Pour la voie rétrosynthétique™B8'%° le composé voulu est issu d’une cyclisation en
présence de CDI et de DIEA du compds€e dernier provient d’un couplage entre la Tic-

OH et la diamine dont le précurseur lasB-amino-1-propanol.

/o
m\éh‘/\/\ﬁ‘/\ﬂj
z
A / \ B
o) o)
N/\/\X HN NNy
N~ v NH |
X =ClouBr 4
1 z
/X [
o COOMe Q

£ AN H OH

b NH X X N\n/N\/\/X N
~ L
2 z 3 +
Z=00us \ HZN/\/\T/\©
o) (@]
OH OMe
¥ Wy OCN X
HZN/\/\OH

Schéma 2 : stratégies de rétrosynthigdé®

19 Charton, J.; Cazenave Gassiot, A.; Melnyk, P.a@irMizzi, S.; Sergheraert, Cetrahedron Lett2004 45,
7081-7085.

120 cazenave Gassiot, A.; Charton, J.; Girault-Migzj,Gilleron, P.; Debreu-Fontaine, M. A.; Sergheta@.;
Melnyk, P.Bioorg. Med. Chem. Let2005 15, 4828-4832.
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Malgré le peu d'étapes de la voie de synthese @&'dérniere étape présente un
rendement faible. Pour la voie A”, le l-isocyandtehloropropane n’est pas disponible
commercialement.

Ainsi, pour réaliser la synthese des ligands, renens opté pour la synthése B qui
présente une meilleure efficacité et qui permentbduire les modifications lors des

dernieres étapes de synthése.

2. Synthése de I'’énantiomeére R

(R)\"(O
COL ™0
B!

2.1. Protection de I'aminopropanol

Le 3-aminopropanol de départ, est d’abord protégé pn groupementtert-
butoxycarbonyle en présence de Bd@ 0°C dans du DCM. Aprés une nuit sous agitaiion
température ambiante, le carbaméatest isolé avec un rendement de 95% (schéma 3).
L’utilisation de ce groupe protecteur a été chogieaison de sa stabilité dans les conditions

réactionnelles. De plus, il est aisément clivéaimh quantitative en milieu acide (pH=3).

Boc,0
HN" " 0H ——= BocHN™ " “OH
DCM, T.A. 5
1 nuit
95%
Schéma 3

2.3. Mésylation

L’alcool est ensuite mésylé grace au chlorure dsyteéen milieu basique au sein du
DCM pour conduire au compo$eavec 95% de rendement (schéma 4). La TEA estédili
préférentiellement a la DIEA car le sel de triééimgine est insoluble dans l'acétate d’éthyle et

peut donc étre éliminé facilement par filtration.

0
I
MsCl, TEA
] /S_
BocHN” > SOH ——=  BocHN™ > o™\
5 DCM, T.A. 6 o)
4h
95%
Schéma 4
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2.4. Addition de la N-méthylbenzylamine

Grace au groupement partant ainsi forméN{méthylbenzylamine peut ainsi réagir
sur le dérivé mésylé en présence de DIEA dans de l'acétonitrile a 4@fe@€édant aprés 5
jours au compos@ avec 55% de rendement (schéma 5). Ce résultatsteod®is acceptable
s’explique par la difficulté de purification du mhait et la faible réactivité de I'amine
secondaire benzylique. L'augmentation de la tempgérane peut néanmoins pas étre
envisagée pour accélérer la réaction du fait dietpadation des réactifs.

o) N
I gH
/S_

BocHN™ > YN0 % ——  BocHN” N
6 O  DpEa 7
ACN, 40C

5
55%

Schéma 5

2.5. Déprotection de I'amine 7

Enfin, apres déprotection dans un meélange équivguende TFA/DCM dont le

mécanisme est décrit dans le schéma 7, I'ar@iest obtenue sous forme de sel de TFA de
facon quantitative (schéma 6).

TFA
BocHN™ " >N ————— HNT TN
; | DCM T.A. s |
30min
Quantitatif
Schéma 6
2 CF,CO0 2 CF,CO0
R R
¥ TFA N N 0
—_—
N__O R7H " RHYTE
<y Y T
X OH OH

Schéma 7
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2.6. Condensation de I'amine 8

La déprotection est suivie par un couplage amide&c dans du DCM avec un excés
de DIEA pour neutraliser I'excédant de TFA de [jgaprécédente (schéma 8). Dans un
premier temps, I'acide Boc-D-Tic-OH est activé emfant I'ester d’HOBt grace a HBTU et
HOBt d’apres le mécanisme du schéma 9. L'amine gent dans un deuxiéme temps réagir

sur le carbonyle de I'ester d’HOBt et former le gmsé9 avec un rendement de 62%

(schéma 9).
0
HOBt, HBTU, U\
DIEA o P
| DCM T.A. NBoc o
8 62%
Schéma 8

i P J\ i /\HJ\
RlJ\OH * )N\ =~ Rl)j\o’ * )N\

DIEA DIEAH"
PFy

F
F N \ f/
/ (e} N
SQRRIA:
! N R1 o N N
—N f;/ 7y
o g
N
/N\

HBTU ‘
//N
N,
N \,

(o]
- (e} / '
)J\ _R2 )\ - a Ester d'HOBt
R1 N DIEAH* PFy + O T +
H

PRy

R1 O DIEAH* +

Schéma 9

Malgré la pureté apparente du prodjitéterminée par HPLC, et 'identification de la
masse verifiée par MALDI-TOF, le spectre RMN edficlie a interpréter. En effet, les pics
de protons sont en coalescence sur le spectre Fviealisant les spectres dans différentes
conditions, de température et de solvant, il n'a pg& possible d’obtenir des pics résolus
(figure 50).

121 Montalbetti, C. A. G. N.; Falque, \rledrahedron2005 61, 10827-10852. Amide bond formation and
peptide coupling.
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7 N \
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Figure 50 SpectreRMN*H du composé 9 (300MHz CDG).

2.7. Déprotection de I'amine 9 suivie de la cyclisa  tion

Afin d’accéder au compodsé®, I'amine 9 est déprotégée par du TFA, puis cyclisée par
action de CDI et d’'un excés de DIEA au sein du Tetiduisant au compod® avec 87%
de rendement (schéma 10). La réaction est suividRAC afin de vérifier la disparition du
produit intermédiaire, I'imidazolide, pouvant étilé et caractérisé si le chauffage est

insuffisant (mécanisme réactionnel, schéma 11).

1)TFA, DCM QD
/\/\ 30m|n TA AL
NBoc 2)DIEA CDI N |
THF, reflux T< 10
1 nuit (0]
87%
Schéma 10

O
| N
DIEA NR
O & =00y - O

\_/E N A
[ ) imidazolide

/
chauffage

/ / a reflux

Schéma 11

65



Synthese des ligands

Le phénomeéne de coalescence des pics, pour le&cuied non cyclisées, se retrouve
dans tous les spectres des molécules de cettddartthydantoine. En revanche, dés que la
molécule est cyclisée, les pics deviennent réqfilpsre 51).

S 3 g9 8538 8838 ¢ ARIY BRER
wn wn <+ < < < <+ < Mmoo M [32] Mmoo m NN AN
|1 |1 ~\ NI SV NN
10 -
Ho, " HB O . .
103‘”/ 1 3 5
NK< 2 |
5 4
o} H;
|
|
Hs Hs
10a H
10a
JU\ M | Hiop
i
I
U I
L I T PN I L
S ] S S ] =] S
— — o — ~ — —
51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 néfm 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27

Figure 51 :Spectre RMN'H du composé 10 (300MHz CDG).

Ce spectre RMN est spécifique a la plupart de nocules (celles possédant une
structure Tic-hydantoine). En effet, les protonsg fdrment deux doublets de doublets vers
2,75 et 3,25ppm avec des constantes de couplaged&6Hz,%] = 12Hz et J = 4Hz. Le pic
du proton Ho, représente un doublet de doublet vers 4ppm dentdestantes de couplage
s'éléve &°J = 12Hz et®J = 4Hz. Ces constantes de couplage permettent téatitier les
deux protons kh, etHig. En effet, les protons g et Hipa €n anti ont une constante de
couplage de 4Hz en revanche celles des protagsetiHioa €n syn s’élevent a 12Hz. Enfin,
les protons K forment deux doublets vers 4,5 et 5ppm avec umstaate de couplage de
?J = 16Hz.

La constante de couplag&entre les deux protons vicinauxdet Hiea dépend de la
valeur de I'angle diédrd), entre les liaisons C-H. La relation entre 'angtda constante de

couplage est représentée par la courbe de Kafp(figure 52).

122 Karplus, MJ. Chem. Phy<.959 30, 11-15. Contact Electron-Spin Coupling of NaeclMagnetic Moments.
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3
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o

Figure 52 Courbe de Karplus.

Grace aux constantes de couplages et a la cowbs pouvons déterminer les
possibilités d’inclinaison des protonggar rapport a ks représentées dans la figure 52. Le
proton Hop, formerait deux angles de 0° et 120° avec les ¢geatons Hpou deux angles de
45° et 165°.

2.8. Syntheése de I'énantiomere S

Afin de procéder a des études analytiques de éetaie stabilité énantiomériques de
’hydantoine R10, nous avons préparé I'énantiomeredlB(figure 53). Le composé?2 est
obtenu, en 7 étapes, suivant le méme schéma néaekique le composk), en remplacant le
Boc-D-Tic-OH par le Boc-L-Tic-OH avec un rendemgtitbal de 26% (schéma 12).

o) 0

‘R,?../< ©_J
©i) N NN
Nﬁ< 10 | N\\< 12 |

o) 0

Figure 53
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0
HOBT HBTU
OH HNT TN DIEA NN
o | - H |
NBoc 8 DCM T.A. NBoc 11

St 1)TFA
DCM T.A.
30min
2)DIEA, CDI
THF, reflux
1 nuit
58%

7
NN
N« 12 |
o)

Schéma 12

3. Synthese des dérivés thiocarbonyles

QCQ/:MWQ %MﬂQ

3.1. Synthése de I'analogue thiohydantoine

La synthese de la thiohydantoib®@s’effectue selon le méme schéma de synthése que
I'énantiomére S12) (schéma 13), en utilisant I'équivalent soufré@l, le thioCDI (figure
54).

Nous obtenons ainsi le compod®, malheureusement impur malgré plusieurs
tentatives de purification, avec un rendement di pour la derniere étape et un rendement

global de 22% sur les 8 étapes.

ZNT NN
NS NNy

— —

Figure 54 N,N-thiocarbonyldiimidazole (thioCDI).

O

o}
DIEA //
AN :
N N thioCDI
SOABARSL-_Nsgnoaas
THF
1 reflux, 1 nuit \X< 13
50% S
Schéma 13
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3.2. Remplacement du carbonyle par un thiocarbonyle

Dans le but d’évaluer 'importance du deuxiemeboayle dans I'étude des relations
structure-activité, nous avons envisagé la syntb&seautre analogue soufré, en modifiant le
deuxieme carbonyle par un thiocarbonyle (schémaBRdlr ce faire, le compod® est mis
en présence du réactif de Lawesson (figure 55¢fuxrdu toluéné?

0] Réactif de S
/ Lawesson
I N/\/\N +’ | N/\/\N
\\< 5 | Toluéne reflux \§< |
o} ! 2h 0
Schéma 14

Figure 55 Réactif de Lawesson.

Nous n’avons pu, malgré les différents essaisleliste composé désiré. Ceci
s’explique par la complexité du milieu réactioniéé disposant plus suffisamment de temps

pour effectuer d’autres essais nous nous sommeésgdii ces résultats.

4. Synthese de I'analogue ouvert

Mmﬁg

4.1. Schéma de synthése

Pour réaliser la synthése de I'analogue « ouvembsis avons suivi la méme voie de
synthése que précédemment en utilisant la phényt@lacomme précurseur a la place de
I'acide Tic-OH (schéma 15).

123 Bartolomé-Nebreda, J. M.; Garcia-Lopez, M. T.; @Gaz-Muiiz, R.; Cenarruzabeitia, E.; Latorre, M.; Del
Rio, J.; Rosario, Hl. Med. Chen2001, 44, 4196-42065-(Tryptophyl)amino-1,3-dioxoperhydropyrido[1,2-
c]pyrimidine-Based Potent and Selective Ga¥eceptor Antagonists: Structure-Activity RelatibipsStudies
on the Central 1,3-Dioxoperhydropyrido[IgByrimidine Scaffold
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(@]
T, > NN
/Nj< |

OH 5 16
/NBoc

14
Schéma 15

4.2. Synthése de la N,N’-Boc-méthyl-L-phénylalanine

L’acide aminé, protégé par un groupemtt-butoxycarbonyle, est monosubstitué
par un méthyle pour conduire au compdgéavec un rendement de 56% (schéma 16). La
substitution se réalise en présence de l'ioduremd¢hyle en milieu basique selon une

procédure décrite par Rivasal*®*

o NaH Mel o
on PMF OH
NHBoc T.A. 1nuit NBoc
56% -
14
Schéma 16

4.3. Déprotection et condensation de I'amine 8

L’amine déprotégéd est couplée avec l'acideé4 en présence d’'HOBt, HBTU et
DIEA (schéma 17) pour conduire au compdséavec un rendement de 28% (mécanisme

schéma 9).

HNT N

o | HOBt HBTU
DIEA NN
+ O H |
DCM /NBoc
OH T.A. 1 nuit
28% 15
/NBoc

14

Schéma 17

De méme que pour les compoSé&t 11, malgré la pureté apparente des prodidtst
15, déterminée par HPLC, et l'identification de lauasse vérifiee par MALDI-TOF, les

spectres RMN sont difficiles a caractériser dudei effets de coalescence.

124 Rivas, L.; Quintero, L.; Fourrey, J. L.; BenhidR, Tetrahedron Lett2002, 43, 7639-7642. A short synthesis
of aspergillamide B. The marine natural productfisspergillussp.
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4 .4. Déprotection de 'amine 15 suivie de la cyclis  ation

Apres déprotection de 'amine du compdsgla molécule est cyclisée en présence de
CDI et DIEA (schéma 18) pour donner le compb8@avec un rendement de 36%. Ce résultat

modeste, non optimisé, pourrait s’expliquer par comversion non totale de la réaction de

cyclisation.
Q 1)TFA, DCM
SN 30m|n T.A.
N N
©/\|¢H | 2)DIEA cDI N N7
oC
- 15 THF, 1 nuit 16 l
reflux
36%
Schéma 18

5. Synthese du dérivé tétraline

/O

N/\/\N/\©
(I j:é\ |

O

5.1. Stratégie de synthése

Afin de remplacer le noyau tétrahydroisoquinoléper une tétraline, nous avons
envisagé une nouvelle stratégie de synthése coemwergbasée sur la réaction de
cycloaddition de Diels-Alder (schéma 19). Le détigtraline23 serait obtenu par une Diels-
Alder entre le diene et le diénoph#l®. Le diéne proviendrait da,o’-dichloro-o-xylene
commercial, et le maléimid#) serait obtenu soit par une réaction de I'amBesur

I'anhydride maléique (voie A) soit par une réactitnl’alcool18 sur le maléimide (voie B).
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o
0 | NH
o+ S

Schéma 19 Stratégie de rétrosynthese

Nous avons donc, dans un premier temps, entrdpripréparation des deux
précurseurs I'amine libr&@ et I'alcool 18. Par la suite nous verrons les différentes voies
utilisées pour la synthése du dérivé maléimide rding nous étudierons la réaction de

cycloaddition.

5.2. Syntheése de I'amine libre 8

La stratégie de synthese A utilise 'amine liBrdl suffit donc de désalifier le sel de
TFA obtenu précédemment, en le solubilisant danmmmum d’HO, d’ajouter du NaOH
jusqu'a pH basique et d’extraire au DCM. L'amirt#di8 est obtenue avec un rendement de
90%.

5.3. Synthese de 'alcool 18

La stratégie de synthése B, en revanche, essééali partir de I'alcodl8 dont le

précurseur est 'aminopropanol. Une amination réihet* en présence de borohydrure de

125 Dagan, D. I.; Lowden, C. Tretrahedron Lett2003 44, 7575-7577. Solution-phase parallel synthesis of
substituted 1,2-ethyl and 1,3-propyl diamines.
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sodium et du benzaldéehyde a température ambiandeiawdu méthanol (schéma 20), permet

d’obtenir I'alcool17 avec 90% de rendement.

(e}

©/IL 1) K,CO, 1h
HO™ " NH, Ho/A\v/A\ HO™ "N
NaBH, 2)Mel DMF |
MeOH T.A T.A. 1 nuit
1 nuit 46% 18
90%
Schéma 20

Le benzaldéhyde réagit d’abord avec 'amine pouamer I'imine. Celle-ci est ensuite
réduite par le borohydrure de sodium pour formamihe monosubstituée. Dans un méme

temps, le benzaldéhyde est réduit en alcool empéeliasi la disubstitution (schéma 21).

Formation de l'imine
R’ R' R' R’
T N — H
—NH, /EO - = >—NH - >*N - \:N
2 R \ 2 \

Réduction de l'aldéhyde

H
Na+ II3
) o > H O/BHZ OH
)J\ R7<\<_R < HONaH_ =L
R’ H
H H A
_H3B/
Na+
Réduction de I'imine
R R R R
\ \ -NaH \ \
= —= N N—" —
( "H,B H.B H
Na+ 2
ZH
H,B
Na+
Schéma 21

L’aminoalcool17 est ensuite méthylé par de I'iodure de méthylendieu basique. La
réaction n’étant pas totale, le rendement n'exqaeles 46%. Il reste du produit de départ
dans le milieu ne réagissant ni au bout de plusipunrs ni en chauffant. Cette réaction n’est
réalisable de maniere satisfaisante que sur deepajuantités, de I'ordre de 300mg. C’est
pourquoi, nous avons préfére utiliser la méthyllykammine, malgré la lenteur de la réaction,
pour préparer la diamin& Il est a noter qu’il s'est aussi avéré tres dili de méthyler des

azotes dans d’autres types de synthése (voir phi2.2.f.).
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5.4. Synthése du maléimide substitué

Afin de préparer le maléimide substiti), deux voies de synthése ont été

développées, en partant soit de I'anhydride maéé{gaie A) soit du maléimide (voie B).

a) Voie A, précurseur : anhydride maléigue

Plusieurs méthodes ont été évaluées pour formmmgos&0 a partir de I'anhydride
maléique et de I'amin@.
Voie A, essai 1:

La premiere méthode s’effectue en deux étapede-Cietdébute par I'ouverture de
'anhydride maléique par le compo8ésuivie d’'une réaction de cyclisation (schéma 22).
couplage amine-anhydride, en milieu basique, cdnadiacide 19 avec un rendement de
86%. Puis la réaction de cyclisation est réaliséesd’acide acétique glacial en présence
d’anhydride acétique. La réaction est d’abord séalia température ambiante, celle-ci
n’évoluant pas, nous avons augmenté la températb@8C. Le rendement reste un peu faible
40%, du fait de la présence de nombreux produitorskires empéchant une bonne

purification. Le rendement global de ces deux iéastest de 34%.

0 O 0
DIEA N Ac,O
THF c,
| o +H2N/\/\ITI/\© e | H ’T . | N/\/\T
T.A. 12h OH AcOH
5 8 86% 19 50 1nuit 20
o) 40% o
Schéma 22

Voie A, essai 2:

Une deuxiéme méthode est alors envisaffg€’ L'amine et I'anhydride maléique
sont dissous dans un mélange d’acide acétiquen(ecB8). La réaction a d’abord été réalisée
a température ambiante comme précédemment maisee@oolution n’a été observée. Nous
avons donc chauffé le milieu a 50°C est obtenwelevd maléimide20 avec un rendement de
32%. Ce faible rendement pourrait s’expliquer parptésence du produit de départ qui

n'aurait pas réagit avec I'anhydride maléique.

126 Robertson, A.; Philp, D.; Spencer, Retrahedror1 999 55, 11365-11384. Recognition-induced control of
Diels-Alder cycloaddition.

127 stewart, S. G.; Polomska, M. E.; Lim, R. Wietrahedron Lett2007, 48, 2241-2244. A concise synthesis of
maleic anhydride and maleimide natural productadoin antrodia camphorata.
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o)
ACOH 50C_
0 4+ HN N
o | 50C 32%
o)
Schéma 23

Voie A, essai 3
Au vue de ces résultats, une troisitme méthitlen deux étapes, a été étudiée.

L’amine réagit avec I'anhydride maléique dans duMD& température ambiante pendant 1h.
Le milieu réactionnel est concentré sous presséohuite, et repris dans de 'ACN. Aprés
ajout du chlorotriméthylsilane en milieu basique,nhilieu est chauffé a 80°C pendant 1h.

Nous isolons ainsi le dérivé maléimig@ avec un rendement de 25% (schéma 24).
6]

O
1)DCM T.A. 1h
2)TMSCI
TEA 80T

O O

25%

Schéma 24

b) Voie B, précurseur : maléimide

Les essais avec l'anhydride maléique n’étant pascloants, nous avons donc

envisagé de partir sur d’autres précurseurs : léimale et I'alcooll8.

Voie B, essai 1:

Le dérivé maléimid@0 est obtenu par une réaction de Mitsunobu de I&It8 sur le
maléimide. Ce type de réaction a prouvé son utilégs une variété de synthese impliquant
des alcool¢?° Elle comprend 3 étapes (schéma 25) : (1) formatiozwiterion

(2) activation de I'alcool
(3) réaction SN2

128 pubowchik, G. M.; Radia, S.; Mastalerz, H.; Walker. A.; Firestone, R. A.; King, H. D.; Hofstead, 5;
Willner, D.; Lasch, S. J.; Trail, P. Bioorg. Med. Chem. Let2002 12, 1529-1532. Doxorubicin
immunoconjugates containing bivalent, lysosomalbagable dipeptide linkages.

2Hughes, D. L.; Reamer, R. A.; Bergan, J. J.; Gratl@vE. J. JJ. Am. Chem. Sot988 110, 6487-6491. A

mechanistic study of Mitsunobu esterification reatt
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Etape 1
(0] (0] (e} (0] (0] (@]
L P v\
PPh, + (@] N=N (0] (0] /N—lj (6] (0] I\I—H (e}
Ph,P, . Ph,P,
Nu-
Etape 2
O (@] (@] (0]

Etape 3

+ -
R—OPPh,+ Nu —— R—Nu + O=PPh,

Schéma 25

D’apres le mécanisme et la réactivité des prodlidgsdre d’introduction des réactifs
est tres important. En effet, la triphénylphosphase un bon nucléophile, capable d’attaquer
les doubles liaisons. Le diisopropylazodicarbogildDIAD) doit donc étre introduit en
premier pour former le complexe PBPHAD avant I'ajout du maléimide.

Un premier essai a donc été réalisé en introduisaRPh et le DIAD dans du THF
distillé a -78°C. Apres quelques minutes de tempgahtact, le maléimide et I'alcool sont
ajoutés goutte a goutte a -78°C. La reaction réviemsuite a température ambiante.
Malheureusement nous obtenons le produit désiré mveendement tres faible de 6%.

Ce faible rendement serait d0 au complexesBBD qui inhiberait la réaction en
réagissant sur le maléimide (schéma'36Ce phénomeéne a été observé par Hughes &t

|l31

et Castro etal™™" en étudiant des acides carboxyliques ou des suésmcycliques qui

formeraient un complexe inerte avec EIPBAD.

0 j\ ’ 0 0
Pph3+>—0J\N=N 04< + O\V\E?O —= >70J\;\1—HJ0J\04<
— Ph—

’T\N
Ph" L p

o]

Schéma 26

130wWalker, M. A.J. Org. Chem1995 60, 5352-5355. A high yielding synthesisNfalkyl maleimides using a
novel modification of mitsunobu reaction.

131 Castro, J. L.; Matassa, V. G.Org. Chem1994 59, 2289-2291. Mitsunobu-like processes with a novel
triphenylphosphine-cyclic sulfamide betain.
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Afin de palier a ce probleme, Hughes et Castigsatit un exces l'alcool qui réagit sur
le surplus de PRBIAD. Le maléimide peut donc étre ajouté sans msgiiétre désactivé par
le complexe (schéma 27).

PPh, +>—0J\N=NJ\04<

0 0
/ + —R
o~ "N—N" O —> Phpp _—> Ph,pP—OR —>= N
[ R—OH OR o~
Ph,P,

Schéma 27

Dans notre cas, I'alcodl8 n’étant pas commercial et sa préparation nécessitux
étapes avec un rendement global de 41%, nous aemespréféré ajouter 0,5 équivalent d’'un
alcool encombré, le néopentylalcool (figure 56),pdus de I'alcooll8. Le néopentylalcool
réagirait ainsi sur I'exces de PJHAD. Des études ont montré une nette amélioraties

rendements en ajoutant cet alcool, au lieu d’etilisniquement I'alcool désiré®**?

ﬁ<\0H

Figure 56 Néopentylalcool

Voie B, essai 2:

Un deuxiéeme essai a donc été réalisé en ajoutabhbd PPhet DIAD a -78°C, puis
I'alcool 18. Aprés quelques minutes de temps de contact,dubvalent de néopentylalcool
est additionné. Enfin, le maléimide est ajouté tput goutte a -78°C. Apres une nuit a
température ambiante, le dérivé maléimide est obterec 33% de rendement (schéma 28).
Celui-ci bien que fortement amélioré reste néanmdaible. Les effets dea-staking de

I'oxyde de triphénylphosphine avec le comp@6d&endent la séparation difficile.

o) PPh, o)
DIAD
HO > T/\© + NH  Néopentylalcool ] N/\/\T/\©
THF 1 nuit
18
o) 33% o) 20
Schéma 28

132King, D. H.; Dubowchik, G. M.; Walker, M. ATetrahedron Lett2002 43, 1987-1990. Facile synthesis of
maleimide bifunctional linkers.
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Voie B, essai 3:

Une derniére méthode, ayant comme précurseur l@&immde, a été testée. Le
composé20 serait obtenu en deux étapes : le méthylchloradibenméagirait avec le dérivé
maléimide pour former I&-(méthoxycarbonyl)maléimide, puis ce dernier, eéspnce de

I'amine 8 en milieu basique formerait le composé va2i(schéma 29)*

o o /\ o 4 o

NH+ o 07 — || N o7 —H—— || NN
DCM N 20 |
o) o) | o)

Schéma 29

Lors de la premiére étape, nous obtenons un pgraducorrespond pas au produit
attendu en RMN. En effet le pic correspondant athyhe& posséde une intégration de 6 au
lieu de 3 et un pic supplémentaire est présent ¥&mpm qui ne correspond a aucun proton
du composé. De plus les protong éi H ne forment pas de singulet mais 2 doublets (figure

57). Ce phénomene serait probablement du a unetat@artielle du composeé.

—9.34
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N
|

_6.66
~6.61
3.69
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)
/

~6.13

0]
H1 JOJ\ H1 )J\ -
| v o7 | ho©
H, H, OH
@) )

g

099
-

6.5
f1(ppm)

Figure 57 Spectre RMN'H (300MHz CDCly).

133Wakisaka, K.; Arano, Y.; Uezono, T.; Akizawa, Hn® M.; Kawai, K.; Ohomomo, Y.; Nakayama, M.; Saji,
H. J. Med. Chem1997, 40, 2643-2652. A Novel Radioiodination Reagent fastBin Radiopharmaceuticals
with L-Lysine as a Plasma-Stable Metabolizable b To Liberate m-lodohippuric Acid after Lysosomal
Proteolysis.
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Ce méme phénomene se retrouve lorsque nous nslido chloroformiate d’éthyle a

la place du chloroformiate de méthyle (schéma 30).

QP o) 2 ? o
M A
NH+ o Yo7y —— || N o7
DCM
o)
Schéma 30

Les HPLC et les RMN des produits de départ n'oénélé aucune impureté,
n’expliquant pas le probléme rencontré en RMN pm# deux réactions. La deuxiéme partie
de la réaction a quand méme été tentée. Le congsb$@is en contact avec I'amine dans une
solution aqueuse saturée de NaHCKa réaction est suivie en LC-MS, aucun produést’

visible en masse, nous n’observons que des pradieiidegradation.

Malgré I'étude de plusieurs conditions nous n’obtes pas de bons rendements, de
I'ordre de 30%. Ces réactiomspriori simples en théorie, possedent en pratique delatssu
meédiocres, il serait donc nécessaire de recherdeemouvelles conditions opératoires

susceptibles d’améliorer les rendements.

5.5. Réaction de cycloaddition de Diels-Alder

Le dérivé maléimide0 réagit sur le diene-quinodiméthane (figure 58) grace a une

réaction de cycloaddition de Diels-Alder pour forfeecomposé voul@3.

9¢

Figure 58 10-quinodiméthane.

Parmi les differentes méthodes de synthése deguinodiméthane, plusieurs

approches sont envisageabfé¢schéma 31).

134Kotha, S.; Ghosh, A. KTetrahedror2004 60, 10833-10841. Cycloaddition approach to benzo-ted
indane-based-amino acid derivatives.
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X=Br

X
X
si”
I
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— +
0

Schéma 31

©ijz//o A —0
AN L
X=C /E{

L’ o-quinodiméthane peut étre préparé a partir du beguimisuténe (voie A} de
I'indanone (voie B):*® du dérivé sulfone (voie C§¥/ de la 3-isochromanone (voie BY, de
I'ammonium (voie E);*° du dérivé halogéné (voie ®jet du sultine (voie G)**

Pour les voies A, B, C et D les syntheses sesedlidans des conditions assez
difficiles, a de tres hautes températures dansutes scellés. En ce qui concerne la voie E, la
synthése du précurseur se fait en quatre étdpes.

Nous avons donc choisi de tester d’abord la voidd-o,a’dichloro-o-xylene est
dissout dans du DMF en présence de Nal a 65°CrsBR). Le dérivé diiodé se forme mais
une décomposition du produit est observée ne pow@merer b-quinodiméthane et donc
former le dérivé tétraline. Apparemment, un certdagré de stabilisation du composé par
certains substituants sur 'aromatique serait kgamme un groupement donneur en ortho de
la liaison CHCI (alcool, éther§*°

135 Mehta G.; Kotha, STetrahedror2001, 57, 625-659. Recent chemistry of benzocyclobutenes.

136 Fyjiwara, M.; Mishima, K.; Tamai, K.; Tanimoto, ¥. Phys. Chen1997 101, 4912-4915. Spectroscopic
studies on photochemical formationakylylene in solution.

137 Carly, P. R.; Govaerts, T. C.; Cappelle, S. L.mpernolle, F.; Hoornaert, G. Tetrahedron2001, 57, 4203-
4212. 1,3-Dihydro-2,2-dioxothieno[3@pyridines as precursors for pyridineguinodimethane systems.
Y8Tamura, Y.; Wada, A.; Sasho, M.; Kita, Yetrahedron Lett1981, 21, 4283-4286. Cycloaddition of
homophthalic anhydride: A new and simple routdriedrly condensed phenolic compoumds.

139t0, Y.; Nakatsuka , M.; Saegusa,Jl Am. Chem. Sot982 104, 7609-7622. Syntheses of polycyclic ring
systems based on the new generation of o-quinotblanes.

140 Kerdesky, F. A. J.; Ardecky, R.; Lakshmikanthavh,V.; Cava, M. P.J. Am. Chem. So&981, 103 1992-
1996.Simple o-quinodimethane route to (+)-4-demethoxyaaycinone.

141 Hoey, M. D.; Dittmer, D. CJ. Org. Chem1991, 56, 1947-1948A convenient synthesis of 1,4-dihydro-2,3-
benzoxathiin 3-oxide, a useful precursor of o-qdineethane.
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OO O[O0 OO

Schéma 32

La voie G a ensuite été étudiéeoiquinodiméthane serait généré a partir du sultine
21 (schéma 33).

Rongalite

0
Cl' pwmF 0
1 nuit 21

78%
Schéma 33

Le o,a’-dichloro-o-xylene réagit avec la rongalite (hydroxyméthansate de
sodium hydraté) et le TBAB' & température ambiante pour former le sultine awec
rendement de 78%. La formation du sultine débute yme substitution nucléophile, la
rongalite réagit sur le,a’-dichloro-o-xyléne pour former le sulfinate, swevd’'une réaction
intramoléculaire.

Le sultine est ensuite chauffé dans du toluen@° @ &n présence d’un diénophile. Par
cet apport calorifique, le sultine se décompose-gauinodiméthane pouvant ainsi réagir avec
le diénophile et donner le produit attendu. L'aeset de cette méthode, par comparaison aux
autres stratégies de synthése, est de travailleaempérature peu élevée, permettant ainsi
d’éviter la polymérisation ded-quinodiméthane.

Nous avons d’abord testé la réaction sur un digih@gisponible commercialement, le

N-éthylmaléimide (schéma 34), conduisant au compas&ec 28% de rendement.

[é ~ 0
S/Osof’c
| N/\
) tquene 28%

1 nuit
21 22

Schéma 34

O/

La réaction a ensuite été réalisée sur le diétm@Bi pour conduire au compo&3
avec un rendement de 52% (schéma 35).

81



Synthese des ligands

(o]

IE‘?N/\/\'T‘ 0
<~0 80T v [

I NN
©ij0 toluéne Ci . | /\©
1 nuit 52% \ ”3

(0]

21

Schéma 35
Apres plusieurs essais infructueux, nous avong dgnthétisé avec succes le dérivé

tétraline par une cycloaddition de Diels-Alder atipau précurseur clé : le sultirz.

6. Déplacement de I'atome d’azote sur le noyau

tétrahydroisoguinoléine

En vu d'étudier 'importance de la position detde d’azote sur la structure Tic-
hydantoine, les 2 composés suivants ont été pffagare 59). De plus, étaatpriori moins
hydrophobes que les dérivés tétrahydroisoquinadeioes composés ont aussi un intérét dans
'étude du caractére hydrophobe des substituantpadie et d’autre de I'azote protonable

proposés par le modéle de Glenfibn.

0O O
X X
| N/\/\N | N/\/\N
N | 7 |
(6] (0]

Figure 59

6.1. Stratégie de synthése

Nous nous sommes basés sur une réaction de cgtloadselon le méme schéma de

synthése décrit précédemment (Schéma 36).

o Cl OH
cl : OH
@‘ N/\/\T/\© I
QN/\/\N/\©

Schéma 36
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6.2. Synthése du dérivé chloré

La 2,3-bis(chlorométhyl)pyridine n’étant pas disjixdle commercialement, celle-ci est
préparée en trois étapes selon les conditionstdéquar Yoshiizumet al**? Le diacide est
d’abord estérifié en présence de MeOH en miliedeaavec un rendement de 81%. Le diester
24 ainsi obtenu est réduit en alcool par action dwlgdrure de sodium dans I'EtOH a reflux
conduisant au dialco@s avec un rendement de 64%. Ce dernier est engagéuda réaction
d’halogénation grace au chlorure de thionyle aluxetiu DCM pour donner le composé

désiré26 avec un rendement de 86% (schéma 37).

o) o]
N oy H:SOs XN oMe NaBH, SocCl,
—_—
NG OH  MeOH 55T \ = OMe EtoH reflux (jCOH DCM reﬂux
24h 1 nuit 24h
o) 81% 24 O 64% 86%

Schéma 37

Parallelement)'analogue 3,4-bis(chlorométhyl)pyridin29 est synthétisé selon la
méme méthode (schéma 38). Les rendements soningldestes, en raison de la plus faible
réactivité des produits. En effet, pour I'estédtion, la réaction est 4 fois plus longue pour

former I'ester27 que pour I'esteR4.

o)
| A OH o NaBH, on Socl, CC
N~ OH MeOH 55C N Z OMe EtoH reﬂux N OH pcMm reflux
1 nuit 24h
O 5% 58% 30%
Schéma 38

6.3. Cycloaddition de Diels-Alder

Nous avons envisage de préparer, comme préceddnenaérivé sultine dans le but
de réaliser la réaction de cycloaddition de DieldefA Le dichloré26 est dissout dans du
DMF en présence de TBAB et de rongalite (schémaN8lheureusement nous n’'observons

aucune évolution de la réaction, nous isolons weritgnt le produit de départ.

142y oshiizumi, K.; Yamamoto, M.; Miyasaka, T.; Ito, :¥<umihara, H.; Sawa, M.; Kiyoi, T.; Yamamoto, T.;
Nakajima, F.; Hirayama, R.; Kondo, H.; Ishibushi, Bhmoto, H.; Inoue, Y.; Yoshino, Bioorg. Med. Chem.
2003 11, 433-450. Synthesis and structure—Activity relasiaips of 5,6,7,8-Tetrahydropyrido[3jpyrazine-
based hydroxamic acids as HB-EGF shedding inhgitor
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Rongalite o
X Cl TBAB X s~
| = Cl | _— (Ij
N DMF N
26 1 nuit
Schéma 39

Suite a ces résultats, nous avons testé une agtieode. Le composEs est dissout
dans du DMF & 65°C en présence de Nal (schém‘4Oktte réaction conduit, cette fois-ci,

a des produits de dégradation, sans observerrhiétgiaire iodé.

O

~ Cl pmF 7 I X g |/\©

N 65C N N N
26 (0]

Schéma 40

Le méme phénoméne a été observé quand le DMEraptacé par I'acétone. L'atome
d’azote ne stabilise pas I'intermédiaire diiodé.

Malgré les différents essais, nous n’avons passié obtenir les composeés désirés.
Ne disposant pas d’'assez de temps, nous n’'avorétydie d’autres voies d’acces basées sur
différents précurseurs comme par exemple le berchumyténe, I'indanone, le dérivé sulfone,

la 3-isochromanone, 'ammonium (schéma 31).

7. Remplacement du noyau tétrahydroisoquinoléine gaine
pyridine

Afin d’étudier I'importance du noyau Tic-hydanteiret la localisation de I'atome

d’azote, nous avons également procédé a une matibficdu noyau tétrahydroisoquinoléine
par une pyridine. Nous avons ainsi préparé les osgg30 et 31 (figure 60). De méme, étant

a priori moins hydrophobes que les dérivés tétrahydroismdgines, ces composés
présentent aussi un intérét dans I'étude du cambigrophobe des substituants proposés par
le modéle de GlenndH.

0 0O
= =
X~ | N
N 30 N 31 |
o) o}

Figure 60

143 carly, P. R.; Cappelle, S. L.; Compernolle, F.pHwert, G. JTetrahedrorl996 36, 11889-11904. Diels-
Alder reactions of pyridine-quinodimethane analogues generated from funcisetd-
bis(chloromethyl)pyridines.
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L’amine libre8 réagit sur I'anhydride en présence d’APTS dansotliene, a 110°C,
en utilisant un montage de Dean Stark (schéma®41).

HNT >N
| 0
NN
toluéne 110C |
1 nuit o)

0
o 30:Nen3 29%
31:Nen4 3%
(0]

Schéma 41

La réaction est suivie en LC-MS. Nous observongpiartorrespondant a notre produit
attendu de masse 310. En revanche, apres puoficatous remarquons deux pics confondus
en LC-MS correspondant a deux produits difféeremtsndisse 310 (le produit attendu) et 342.
Ce dernier proviendrait peut étre d’une ouvertwédadmolécule provoquée par la présence de
MeOH lors de la purification. Notre structure serddonc sensible aux nucléophiles. Ce
phénomene a été confirmé par I'ajout d’éthanol, snobtenons les masses 310 et 356
correspondant au produit voulu et I'ester éthylidgsehéma 42). Les anhydrides de départ,
commerciaux ont été analysés en RMN et n’ont réaaldune impureté. Cette ouverture est

due a l'instabilité des produits finaux en préseteaucléophiles.

o o) o)
= | N/\/\N = | N/\/\N = | N/\/\N
N | N N | NN |
N N N N o
o o) o)

LC-MS: 310 [M+H]* LC-MS: 342 [M+H]* LC-MS: 356 [M+H]*

Schéma 42

Il est a noter que les trés faibles rendementygdus’expliquer par des problemes
d’extraction des produits lors de la purificatiam plaques CCE, du fait que nous ne pouvons
pas utiliser de MeOH. Par consequent, la majeutéepides produits est restée adsorbée sur la
silice. Néanmoins, nous avons récupéré les proeunitguantité suffisante pour effectuer les
tests d’affinité. Les rendements pourront étrerags@ améliorés en effectuant la purification
par chromatographie sur colonne avec un éluantmmtéophile comme le cyclohexane et

'acétate d’éthyle.

149Muth, M.; Bender, W.; Scharfenstein, O.; Holzgrabe,Balatkova, E.; Trankle, C.; Mohr, K. Med. Chem
2003 46, 1031-1040Systematic Development of High Affinity Bis(ammojatkane-type Allosteric Enhancers
of Muscarinic Ligand Binding.
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8. Fonctionnalisation de la tétrahydroisoguinoléine

L'impact de I'ajout de fonctions sur le noyau &ftydroisoquinoléine a été ensuite

o)
! N/\/\N
R1 \“< |
Rz ©

Figure 61

evalué (Figure 61).

Les composeés voulus proviendraient d'une réaam®mondensation de I'amir@sur
'acide aminé de départ suivi d’'une réaction dad®iSpengler et d’'une cyclisation (schéma
43).

)
e) (0]
P
L0 AR D
R1 \Tg | R1 NH
Rz © R2 ll
(0]
ey
NHBoc |
R1
ll 0
MOH
NHBoc
R1

Cette synthese est en cours de réalisation aralaie.

Schéma 43

9. Modification de la liaison Tic-hydantoine

L'importance de la liaison entre la tétrahydroisiogléine et I'hydantoine a enfin été

étudiée. Pour cela nous avons souhaité synthé&isemposé suivant (figure 62).
N
OO
N /

Figure 62
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Il proviendrait d’'une réaction de Pictet-Spengar la 2-phényléthylamine de départ
suivi d'une condensation en présence de I'am8im enfin d’une cyclisation en présence de
CDI (schéma 44).

Ny — NH — — ©/\/NH2
N>§ /\/\ N
SOy YO

COOH

Schéma 44

Cette synthese est en cours d’étude au laboratoire

10. Caractérisation physico-chimique des composéf.,112 et 13

Nous avons étudié la pureté énantiomérique depas@sl0, 12 et 13. Une étude par
HPLC sur phase stationnaire chirale et par élebtr@se capillaire a été effectuée en
collaboration avec le laboratoire de chimie anglyi EA 3034 du Pr. Claude Vaccher de la

faculté de pharmacie de Lille.

10.1 Pureté énantiomérique des dérivés hydantoines et thiohydantoines

Il existe plusieurs méthodes pour déterminer leefguénantiomeérique d’'une structure
chirale, notamment la chromatographie (HPLC) etet&ophorése capillaire (EC). La
séparation chirale est basée sur la formation asté@liéoisomeres entre les énantiomeres et un

sélecteur chiral énantiomériquement pur.

a) HPLC

Principe
En HPLC, il existe deux modes de séparation @srglermettant d’obtenir des

énantiomeres purs.

* La séparation en mode direct (formation de diasisoénéres labiles): soit par
I'utilisation d’'une phase stationnaire chirale,tgmr I'addition d’'un agent chiral dans
la phase mobile.

» La séparation en mode indirect (formation de diésiéoméres vrais) : basée sur une
réaction entre un réactif chiral et les deux emandéres pour former des

diastéréoisomeres séparables en milieu achiral.
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La méthode la plus couramment utilisée au labomtepose sur l'utilisation d’'une

phase stationnaire chirale et d’'une phase mobilgae.

Optimisation de la séparation

Parmi toutes les phases stationnaires chiralesC)(P@sponibles les phases
stationnaires de type polysaccharide utilisées s normale sont les plus performantes.
Une étude comparative de la rétention et de laragpa des énantiomeres des dérives
hydantoine et thiohydantoine a été menée a I'aadeP$SC Chiralcel OD-H (cellulose tris 3,5-
diméthylphénylcarbamate) et Chiralpak AD (amylosis 8,5-diméthylphénylcarbamate)
(figure 63), a I'aide de différentes phases mokelea différentes températures.

<<
& 4&@

»% @

Figure 63 (Phases stationnaires chirales

Les phases mobiles généralement utilisées sontméé&mnges binaires hexane/alcool
(éthanol, propan-1-ol ou propan-2-ol).

Dans le but de déterminer les conditions chronrafdgques permettant de séparer les
énantiomeéres de chacun des dérivés, nous avonsidagmemier temps analysé, les composés
issus de la synthése énantiosélective. Les premémgltats obtenus ont montré que la
thiohyantoine 13 correspondait a un mélange racémique, contrairenaerx dérives
hydantoines10 et 12 qui semblaient énantiomériguement purs. L’optitniga de la
séparation des énantioméres a donc dans un deux@mps été menée respectivement a
l'aide d’'un mélange 50/50 des isoméei€set12, et du compos#3.

Les conditions optimales recherchées consistehtenir une résolution maximale en

un temps le plus court possible, autrement ditnéselution par unité de temps maximale. A
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ce titre, pour les deux dérivés, les performaneeldSC Chiralcel OD-H sont inférieures a
celle de la PSC Chiralpak AD.

Quelgues exemples de chromatogrammes obtenus diffiésentes conditions
opératoires sur la PSC Chiralpak AD sont représatd@s les figures 64 et 65.

0,20 0,70
< 015 Hex/EtOH — 40/60 2 0,604 Hex/EtOH — 40/60
2 0,8 mL.mir*-20°C 2 0.50] 1mL.min*- 40°C
» ® 0,404
8 0,10 80,
5 & 0,30
o e}
5 0,05] S 0,20
8 2 0,101
< 0,001 b
0,004 - = . = = - -
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 0,00 500 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00
t (min) t (min)
0,20 0,70
z Hex/prop-2-OH -40/60 z 0.60] Hex/prop-2-OH —40/60
5 015 int - 20° 0,50|
2 ImL.min~ - 20°C 20 1mL.mint- 40°C
g 0,101 g 0,409
8 8 030
S 0,05] 5 0,20}
8 8 0,10
< < Y
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00

t (min) t (min)

Figure 64 Chromatogrammes obtenus sur la phase stationnairet@ralpak AD pour un
mélange équimolaire des énantiomeres 10 et 12 aclancentration de 0,5mM; premier
pic (P1) = composé 12 ; deuxieme pic gP= compose 10.

010 0,40
< 0,08] T@I(_/Et_o_';' _29050/ (5: < 030,
3,0l mL.min* - 2
g 008 8 0,20] Hex/prop-2-OH — 90/1(
c .-
& 5 imL.mir* - 20°C
g < 0,10]
2 2
2 o, < 0,00
00800 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 0,00 500 1000 15,00 20,00 2500 30,00 3500 40,00
t (min) t(min)
0,25
2 0.20]
% 015 Hex/EtOH —90/10
e imL.min* - 20°C
8 0,10f
5
3 0,05
<
0,001

0,00 5,00 10,00 1500 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00
t (min)

Figure 65:Chromatogrammes obtenus sur la phase stationnairelralpak AD pour le
dérivé 13 a la concentration de 0,5mM.
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Les conditions optimales de séparation retenuesr paudétermination de la pureté

énantiomérigue sont regroupées dans le tableau 5.

) Phase | Température | Débit | A(m) | Vi
Composé _ ) Phase mobile
stationnaire (°C) (mL.min ) (W)
Hex/prop-2-ol
1012 AD 40 1 206 20
40/60
Hex/prop-2-ol
13 AD 20 1 206 20
90/10

Tableau 5Conditions optimales choisies pour la déterminatiome la pureté
énantiomérique.

Détermination des limites de détection et de gfiaation

Les limites de détection (« LOD ») et de quandifion (« LOQ ») sont des éléments
indispensables a la validation de la méthode daraépn. Elles sont déterminées grace a
I'évaluation du rapport Signal sur Bruit (S/B). Degpports S/B de l'ordre de 3 et 10 sont
habituellement pris en compte pour estimer respatient les limites de détection et de
guantification.

L’évaluation du bruit de fond s’effectue par irfjea d’'un blanc (éthanol);
I'amplitude du bruit de fond (hauteur) est mesigéeun temps équivalent a au moins dix fois
la largeur des pics des énantiomeéres. La LOD €0@ sont tout d’abord évaluées a partir
des signaux des énantiomeéres injectées a une doatgmm totale de 0,5mM. Elles sont
ensuite vérifiees par injection de solution de em@tion correspondante aux valeurs de
LOD et LOQ évalué préalablement.

Le tableau 6 regroupe les résultats obtenus @asnsohditions optimales. Les valeurs

exprimées en % ont été calculées pour une contientreible de I'énantiomere majoritaire

égale a 0,5mM.
Composé LOD (uM) LOD (%) LOQ (uM) LOQ (%)
12 0,55 0,11 1,84 0,37
10 0,64 0,13 2,1 0,40
13 premier pic (P1) 0,39 0,16 1,30 0,52
13 deuxieme pic (P2) 0,47 0,19 1,55 0,62

Tableau 6 LOD et LOQ des différents énantiomeres.
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Pureté énantiomérique

La pureté énantiomérique se calcule a partir desentrations des énantiomeres
majoritaires et minoritaires. Ainsi pour I'énantiére R, elle est définie selon :
Pureté énantiomérique en % : [R] x 100 / ([R] H[S]
En pratique la surface des pics étant directeqeamgortionnelle a la concentration, la

pureté énantiomérique est calculée a partir ddacs des pics.

Composés hydantoines 10 et 12
Afin d’évaluer lincertitude sur les résultats derrgté énantiomérique, chaque
échantillon a été injecté 5 fois. La figure 66 prée un des chromatogrammes obtenus pour

chacun des énantiomeres.

0,807

12 )

0,607

0,407

AU

0,20

0,00
0,807

10®

0,607
0,407
0,00 ——

— —Y T
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
Minutes

Figure 66 Chromatogrammes obtenus sur la phase stationnairepour les
énantioméres 10 et 12 (C = 0,5mM) ; 20uL ; Hex/EtO#60/40 ; 40°C, 1mL.min".

AU

Pureté énantiomérique des composés issus de leespni098,1+ 0,5 % 12: 98,1 £ 0,5 %

Une étude complémentaire a été menée sur la tagennaire Chiralpak AD a
I'aide d’'une phase mobile hexane/propan-2-ol 4@&M°, afin de contrdler l'influence de la
température d’analyse sur le résultat de puretétiemaérique obtenu. Un résultat identique a
été obtenu.

Composé thiohydantoine

Le composé 3 est constitué d’'un mélange de deux énantiomergsaportion 50,8
+0,9 % (P1) et 49,2 £ 0,9 % (P2). Il s’agit d’latémique.
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b) EC

Pour vérifier et valider les résultats de puretandiomérique obtenus en HPLC, nous
avons réalisé une deuxiéme étude par électrophoapiaire.
Principe

L'électrophorese capillaire permet la séparatiangdétection et la quantification de
composés organiques ou inorganiques. Elle estrage utilisée en raison de sa grande
flexibilité, de sa vitesse d’emploi et de son eftité élevee.

De méme qu’en HPLC, la séparation chirale en i&phbbrese capillaire nécessite la
formation de diastéréoisomeéres labiles ou non éasrénantioméres a séparer et un sélecteur
chiral. Dans la grande majorité des cas, il s'ajiine cyclodextrine additionnée dans
I'électrolyte de séparation. Il existe en effet wmande variété de cyclodextrines disponibles
dans le commerce, dont le pouvoir résolutif trevé&la été démontré pour un grand nombre
de molécules?®>14°

Le mécanisme de séparation repose sur l'includela molécule dans la cavité de la
cyclodextrine et linteraction de la molécule avecgroupement bordant la cavité de la

cyclodextrine.

Optimisation de la séparation chirale en EC

Choix de la cyclodextrine
Compte tenu des propriétés acido-basiques dasistes étudiées (tableau 7), celles-ci
se trouvent sous forme cationique en milieu acidmes forme neutre en milieu basique.

0 PKag pKa,

SSPN|
h&N | @

pKa,

Composé X pKa (ACDLabs)
10et12 O pKa; = 8,4%0,5; pKa, = -1,84t0,4; pKaz= -3,380,2
13 S pKa; = 8,4%0,5; pKa, = 0,280,5; pKaz = -2,39+0,2

Tableau 7 Constantes d’acidité des molécules étudiées.
La séparation des énantiomeéres respectifs dearepasés est donc possible soit en

milieu basique a l'aide de cyclodextrines ionisésejt en milieu acide a l'aide de

145van Eeckhaut, A.; Michotte, Electrophoresi006 27, 2880-2895. Chiral separations by capillary
electrophoresis : Recent developments and aplitati

146 sanchez- Hermandez, L.; Crego, A. L.; MarinalMGarcia-Ruiz, C.Electrophoresi®008 29, 237-251.
Sensitive chiral analysis by CE: An +update.
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cyclodextrines neutres ou ionisées. Staletgd.*’

ont démontré les performances séparatives
des cyclodextrines sulfatées dans le cas de diff@i@erivés de type hydantoine. Nous avons
choisi d’étudier les performances séparatives déodgxtrines neutres natives-CD, 3-CD
et y-CD) ou hydroxypropylées (HR-CD, HP{-CD et HPy-CD) ou hautement sulfatées
(HS-0-CD, HS3-CD, HSy-CD) en milieu acide.

L'étude montre que la séparation est optimale pesircyclodextrines sulfatés. Elles
conduisent a des résolutions supérieures pour degpst d’'analyse plus court. Les

électrophérogrammes obtenus avec les CDs sulfatétseprésentés en figures 67 et 68.
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Figure 67 Electrophérogrammes obtenus pour leBydantoines 10 et 12 de
concentrations respectives 0,2mM et 0,3mM a l'aiddes différentes HS-CD ; L =

AU
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50,2cm, | = 40,2cm, injection a la cathode, a 25°C.
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Figure 68 Electrophérogrammes obtenus pour la thiohydantoind3 de concentration
0,5mM a l'aide des différentes HS-CD ; L=50,2cm,# 40,2cm, injection a la cathode,

25°C.

147 Stalcup, A. M.; Gahm, K. HAnal. Chem1996 68, 1369-74. A sulfated cyclodextrin chiral stationphase
for high-performance liquid chromatography.
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L'utilisation de HSei-CD ne permet pas d’éluer les énantiomeres du ceéi

en moins de 30 minutes. Dans le cas du dérivé hgiha aucune séparation n’est observée.
Les CDs de type HB-CD sont les plus intéressantes. Ces résultats pes\expliquer par le
fait que la taille de la cavité chirale de tyfpeemble plus adaptée a I'inclusion du soluté.
Concentration de la cyclodextrine

Compte tenu de la qualité des séparations obtenoes avons choisi de travailler
sur une longueur utile de capillaire plus faibli afe réduire la durée des analyses. La suite
de l'optimisation a donc été menée en mode « swit», c’est-a-dire en injectant du cété
court du capillaire. Dans ces conditions, la longudile est de 10cm.

Afin d’optimiser la séparation, une étude a emsuitté menée a différentes
concentrations en cyclodextrine. Les éléctrophénmgnes obtenus sont présentés ci-dessous
(figures 69-70).
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Figure 69:Electrophérogrammes obtenus pour lekydantoines 10 et 12 de
concentrations respectives 0,2mM et 0,3mM a l'aidée différentes concentrations
de HS$-CD (3-15mM); L = 50,2cm, | = 10cm, injection a lzathode, a 25°C.
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Figure 70:Electrophérogrammes obtenus pour la thiohydantoind3 de concentration
0,5mM a l'aide de différentes concentrations de HB-CD (3-15mM); L=50,2cm,
| = 10cm, injection a la cathode, 25°C.
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Pour les composés étudiés, la résolution par wgtdemps augmente quand la
concentration varie de 1 a 10mM. Par ailleurs haidlition du temps de migration entraine
une augmentation de la hauteur des pics, donc uméicmation de la détection. La
concentration optimum retenue est de 10mM er3HE pour les deux dérivés.

Les conditions optimales de séparation sont desmisuivantes :

- Capillaire : silice fondue, L = 50,2cm (longueurfegetive 10 cm), 50um de
diamétre
- Electrolyte de séparation: tampon phosphate 50mpM, = 2,6 (acide
phosphorique a 80 % + triéthanolamine) ; [BH&D] = 10mM
- Echantillons analysés :
e HydantoinelO a 0,5mM dans une solution tampon phosphate 50mM,
pH = 2,6 contenant 25 % d’éthanol
* Hydantoinel2 a 0,5mM dans une solution tampon phosphate 50mM,
pH = 2,6 contenant 25 % d’éthanol
e Thiohydantoinel3 a 0,5mM dans une solution tampon phosphate
50mM, pH = 2,6 contenant 25 %
- Injection hydrodynamique : 0,5 psi, 5s a la cathode
- Voltage : 20 kV
- Température : 25°C
- Détection a 200nm

Détermination des limites de détection et de gfiaation

Les limites de détection et de quantification ot @éterminées dans les conditions
optimales de séparation, selon une procédure giemta celle utilisée précédemment en
HPLC.

Le tableau 8 regroupe les résultats obtenus. ldsurs exprimées en % ont été

calculées pour une concentration cible de I'énamdi@ majoritaire égale a 0,5mM.

Composé LOD (uM) LOD (%) LOQ (uM) LOQ (%)

12 1,27 0,25 4,23 0,85

10 1,00 0,20 3,34 0,67
13 premier pic (P1) 0,88 0,18 2,92 0,58
13 deuxiéme pic (P2) 1,11 0,22 3,69 0,74

Tableau 8 LOD et LOQ des différents énantiomeres.
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Pureté énantiomérique

La pureté énantiomerique des différents composéstéa déterminée dans les
conditions optimales de séparation. Afin d’évalligrcertitude sur les résultats de pureté

énantiomérique, chaque échantillon a été injedtss

Composés hydantoine

0.100 0.100

0.075 10 (R) -0.075

AU
AU

0.050 N N r0.050

0.025 1 r0.025
12 (9

0.000 T T T T T 0.000
0 1 2 3 4 5
Minutes

Figure 71:Electrophérogrammes des énantiomeres 10 et 12.

Les puretés énantiomériques (figure 71) des congpersdt les suivantes :
Enantiomérel0 (R) : 97,9 £ 0,2 % ; Enantiomet (S) : 97,9 £ 0,2 %

Composés thiohydantoine
Le composél3 est constitué d’'un mélange de deux énantiomergsagortion 50,4
+ 0,6 % (P1) et 49,6 + 0,6 % (P2). Il est donc sousme racémique.

Les résultats obtenus en HPLC et en EC sont cdants. Les hydantoind$ et 12
sont énantiomériquement pures tandis que la thentpdne 13 correspond a une forme

racémique.

10.2. Pouvoir rotatoire
Les pouvoirs rotatoires des composés dans du natldalmg/mL ont été mesurés

grace a un polarimetre. lls sont respectivementgle -132° pour I'énantiomére S (composé

12) etap = +132° pour I'énantiomere R (compdkd).
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11. Séparation préparative des énantiomeres du dég

thiohydantoine

Dans le but d’étudier la stabilité des énantiomeéves-a-vis de la chiralité et
d’élucider le phénomene a l'origine de la compositiles dérivés thiohydantoines obtenus, il
est indispensable de disposer des énantiomeres gbudonc de les séparer a I'échelle

préparative.

11.1. Séparation préparative

Nous avons choisi de préparer de petites quardiegésénantioméres. Nous avons
donc mené la séparation préparative sur la colamadytique utilisée précédemment. Pour
des quantités d’ordre supérieur, nous transposerossonditions opératoires a une colonne
de taille supérieure. Afin de déterminer la quaéntitaximale pouvant étre injectée, une étude
de surcharge a été menée en augmentant la conimentias solutions injectées et le volume
des injections. Au cours de cette étude les camditioptimales sélectionnées pour la
détermination de la pureté énantiomerique ont éi@pt@es pour compenser la perte de
résolution obtenue. L'utilisation de la phase statiaire Chirlapak AD et d’'une phase mobile
Hexane/éthanol 95/5 (moins éluante) a 20°C a finatg été choisie. La figure 72 présente
les chromatogrammes obtenus lors de I'étude dénarge.

2,50]
200] [13]=0,5
150 MM
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0,001 ; : : : : : ;
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0,501
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Figure 72 Chromatogrammes obtenus sur la phase stationnairet@alpak AD pour le
dérivé 13 ; phase mobile hexane/EtOH-95/5, 20°C, 1nmin ™.

Absorbance (UA)
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Sur la colonne analytique Chiralpak AD utiliséd@2x 4,6mm ; 5um), dans les
conditions expérimentales choisies, il est doncsides d’injecter 100uL d’'une solution a
3mM de dérivél3 tout en conservant une séparation correcte degiémares.

La séparation préparative de 1,2mg de comp8s#finalement été meneée. Au total
10 injections ont été réalisées. Les deux énantiesnent été obtenus apres évaporation du
solvant sous pression réduite a température angbiaes quantités isolées nous ont permis de

réaliser une étude préliminaire du comportemengdestiomeres.

11.2. Pureté énantiomérique des énantiomeres isolés

La pureté énantiomériqgue des énantiomeres obtentteé déterminée en HPLC a
partir de solutions éthanoliqgues a 0,5mM dans |emditions optimales établies
précédemment. Cing injections ont été réalisées.

Pureté énantiomérique des énantiomeéres isolés :
P1=97,5+0,8%
P2=98,5+0,8%

12. Etude de la stabilité chirale des énantiomeéres

Afin d’étudier I'origine de I'obtention d’'un racéque pour le dérivé thiohydantoine a
lissue de la synthese asymétrique, une étude detdhilité chirale des énantiomeres
hydantoines doit étre menée.

Conditions opératoires
» Dans un premier temps, nous avons réalisé une éeutiestabilité chirale du dérivé le
plus stable et disponible en quantité importantsawoir le composé&0, a 25°C et
50°C dans différents solvants :
-Ethanol
-Ethanol+triéthylamine (100 ou 1000 eq par rappartomposé étudié)
-Ethanol+acide acétique (100 oul1000 par rappocoawposé étudié)

Dans chaque cas 5mL d’une solution a 0,125mM emposél0 ont été préparés. Ces
solutions ont été placées dans un bain-marie en@dérature souhaitée (temps zéro : to). Des
préléevements de 60uL ont ensuite été effectuésersdtemps de chauffage (temps t) et ont

immédiatement été stockés au congélateur (-20°€y.dchantillons prélevés ont ensuite été
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analysés en HPLC sur la phase stationnaire Chika@adans des conditions permettant une

séparation satisfaisante et rapide des énantionsesss/oir :

Composé 10

Phase mobile : hexane/propan-2-ol 40/60
Debit : 0,8mL.mirt

Temperature 20°C

Volume injecté : 20uL

* Dans un second temps, une étude préliminaire geaalité d’un des énantiomeres du
dérivé13 (P1 isolé préparativement) a été menée dans tehtimms suivantes :
Ethanol-25°C et 50°C

Cette étude a été réalisée a partir de 2mL d’'whgtisn a 0,07mM en composk3
(P2). La procédure expérimentale suivie est ideetig celle utilisée pour le dérivé

hydantoine, & I'exception de la méthode chromafdgcme qui est la suivante :

Thiohydantoine 13 P1

Phase mobile : hexane/propan-2-ol 90/10
Debit : ImL.min*

Temperature 20°C

Volume injecté : 20uL

Résultats

Dans une solution éthanolique a 50°C, apres 5@@eke pour I'’hydantoindO, le
pourcentage de l'autre énantiomeére est de 18%uceaus ameéne, en extrapolant, a une
racémisation totale au bout de 7000 heures. Emotweg il ne faut que 30 minutes dans le cas
du dérivé thiohydantoine pour avoir une racémisatimtale. Le schéma représentant les
variations du pourcentage d'impureté énantiomérimhservées en fonction du temps pour les

dérivésl0et13 P2 en solution dans I'éthanol a 50°C est représaems la figure 73.
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Figure 73:Etude de la cinétique de racémisation des dérivé$ Et 13 P2 dans I'éthanol &
50°C ; évolution du pourcentage d’'impureté énantiorérique en fonction du temps

D'autres études sur la stabilité dans d'autresdiions sont en cours au
laboratoire.

13. Etudes des parametres de Lipinski des composés

La regle des 5 de Lipinski est une regle pour éraki un composé possede des
propriétés « drug-like ». Cette régle, formulée papinski en 1997*® est basée sur
'observation de composés administrables par voadeo Ces criteres permettent d’éliminer
des composés présentant a priori des propriétés BIDbK peu satisfaisantes. Les criteres
sont les suivants :

* Masse moléculaire (MWt) <500
e LogP<5
* Nombre de donneurs de liaisons hydrogéne <5
* Nombre d’accepteurs de liaisons hydrogéne < 10
Les parametres de Lipinski des composés syntkatiseéte calculés grace au logiciel

ACDLabs et sont présentés dans le tableau 9.

148 | ipinski, C.A.; Lombardo, F.; Dominy, B.W.; Feendy.J Adv. Drug. Del. Rev1997, 23, 3-25.
Experimental and computational approaches to esis@ubility and permeability in drug discoverydan
development settings.
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Composé MWt LogP Donneurs |Ih Accepteurs |h pKa

10 363 2,7 0 5 8,49
12 363 2,7 0 5 8,49
13 379 3,3 0 4 8,49
16 365 2,8 0 5 8,50
22 229 3,0 0 3 -

23 362 4,8 0 4 8,49
30 309 2,8 0 5 8,39
31 309 2,8 0 5 8,34

Tableau 9 Paramétres de Lipinski (logiciel ACDLabs).

Tableau 9 Parametres de Lipinski (logiciel ACDLabs).

Les composés entrent tous dans les critéres. EraJénous avons cherché a salifier
les molécules obtenues afin de les rendre solutdes I'eau pour les tests sur modéles

animaux.

14. Etude de I'affinité

Les tests de liaisosy ont été réalisés par la société Cerep. lls onefeEtués sur des
cellules humaines en utilisant la jf)pentazocine (concentration de 8nM) comme
radioligand de référence et I'halopéridol (concatdn de 1QM) comme ligand non
spécifique. Les pourcentages d’'inhibition de lésba spécifiqgue sont évalués par scintillation
apres une incubation de 120min a 22°C. Les tests &mlués en duplicate. En raison du
faible nombre de manipulation, les résultats regmt&s dans les tableaux sont des indications
d’ICso.

Les tests précédents sur I'affinité des molécalesent été réalisés sur la protéime
de cochon d’inde. Le compo4® a donc été retesté sur la protéine humaine afipodeoir

comparer les différentes d&des autres produits par la suite (tableau 10).

Composé Protéing ICs0 (NM)
7
L7 ) | Cochondinde | 39
(@]
7
NTTON Humain 8,7
SPaAs
(@]
Tableau 10
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Le composél2 a une plus faible affinité sur la protéime humaine que celle du
cochon d'inde. Mais les Kg restent du méme ordre de grandeur. La protéjn@ossede de
fortes homologies de séquences inter-espéece, dved@ 90% d’identité. Par conséquent, les
ICs0 ne changeront pas d’ordre de grandeur entre figseatites especes.

Le composd?2 a aussi été testé sous plusieurs formes : somefdioxalate ou sous

forme de base libre (tableau 11).

Composés Forme Cso (nM) humain
(6]

NN Base libre 8,7
N O

0]

NN Oxalate 33,8
Saas x

(¢]

Tableau 11

Nous remarquons que les affinités ne sont pambfrees. Le passage a I'état de sel
d’oxalate provoque une perte d’affinité. En effetdomposél2 a une IG, de 8,7nM sous
forme de base libre alors que sous forme de sedattite son affinité diminue d’'un facteur
guatre. Cette perte d’activité serait due soit @ mmrauvaise solubilité du sel dans le DMSO ou
soit a une interaction de l'oxalate sur le réceptdies produits seront donc évalués et
comparés sous la méme forme : sous la forme libre.

Ensuite les 16 des autres composésnt été réalisés. Les composés présentant les
meilleures affinités ont également été testésssde cortex cérébral de rat. Les résultats sont

représentés dans le tableau 12.
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| 1Cs0 (NM) ICs50 (NM) Ratio
Composés Stéréochimie _
0, humain o, rat 01/02
6]
T NMN© S 8,7 650 75
T< 12
O
6]
...... {
@3 N R 13,7 1000 76
\< 10
(6]
7
NTTN RetS 4,5 - -
N\\< 13 |
S
i
NW\N@ S >100 - -
N |
\\g 16
O
@i\/\dN“ . >1000 i i
22 \O
6]
[
N/\/\N/\© _ 57 _ _
23 ‘
6]
ey | - | w | ]
N 30
(0]
N/ ‘ NMN© _ >200 _ _
= 31
Tableau 12

L’énantiomére (R)10 montre une trés bonne affinité et une bonne 9geiEct

L’énantiomere (S)12, présente la meilleure affinité. Les sélectivisémt equivalentes pour

les deux composés avec un ratio de 75 et 76. Ists égant effectués sur la protéayale rat

et sur la protéine; humain, en toute rigueur, nous ne pouvons pas canfes deux Ig. Le
ratio calculé représente un ordre de grandeur. Gomnposséde de fortes homologies de
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séquences inter-espéce, et que les valeurs dgs1l@, sont tres différentes, le ratio calculé
devrait étre du méme ordre de grandeur qu’un mtite rate, de rat.

Le remplacement de I'hydantoine par une thiohyalaet (composél3) augmente
d’'un facteur deux l'affinité. Néanmoins, le comp@saént sous forme racémique et n’étant pas
pur, nous n'avons pas poursuivi les études suiritd et la sélectivité envers.

L’'ouverture du cycle tétrahydroisoquinoléine (cars@ 16) provoque une perte
compléte de I'affinité, montrant ainsi 'importande la structure rigide de la Tic-hydantoine.

L’affinité est diminuée (compos&) voire complétement perdue (comp@ quand
la tétrahydroisoquinoléine est remplacée par laaltgée, soulignant I'importance de
'hydantoine. La perte d’affinité du compo22 valide I'importance de la présence d’'un azote
protonable entouré de deux groupements hydrophobes.

Enfin, d’apres les affinités de I'ensemble de mwedecules, les informations apportées
par le modéle de Glenn8ret la perte d’affinité des dérivés pyridiniquesriposés0 et31)
possédant une structure plus polaire que celleadéd-hydantoine, celle-ci apparait étre le

noyau hydrophobe idéal pour la liaison aux récepteu(figure 74).

=) défavorable
s favorable

30et31

Figure 74 Relation Structure-Activite.
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Modification de la chaine latérale

Afin de mieux cerner les relations structure-atdivde la série et d'étudier le
pharmacophore, nous avons évalué en parallélediitapce du noyau phényle pour I'affinité
et la spécificité vis a vis du receptesi. Pour cela, plusieurs séries de molécules ont été
synthétisées pour évaluer I'impact du noyau arajoati du petit substituant sur I'atome
d’azote protonable et une éventuelle rigidificatide la chaine (schéma 45). Nous avons
choisi de garder la structure Tic-hydantoine deésthimie S du fait qu’elle présente une
meilleure affinité que celle de I'’énantiomére R.

Afin d'étudier les relations structure-activité deutes les séries, les mémes
substituants sur le noyau aromatique ont été ésaNigus avons choisi d’étudier le réle d’'un
groupement aliphatique simple (méthyle), encomliiéutyle), attracteur (nitro), donneur
(méthoxy) et fluoré. De méme, les groupements atigbes étudiés sont le méthyle, I'éthyle,

I'isobutyle (encombré) et le cyclohexyle.

N Rigidification de la chaine latérale
_\ —
N

Fonctionnalisation R

\(iu groupement aromatique
N /\©\
k( R

Modification
du petit substituant

\/z

Schéma 45
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1. Fonctionnalisation du groupement phényle

1.1. Stratéqgie de synthése

Il n’était pas intéressant de reprendre les gireséde synthése précédentes. En effet, il
est beaucoup plus intéressant de développer urieésgnconvergente afin d'introduire les
différents substituants lors des derniéres étapeythése (schéma 46).

Les composés cibles peuvent étre obtenus par aorinm&ductrice a partir d’'une Tic-

hydantoine portant une fonction aldéhydeie A) ou une fonction aming6 (voie B)

Schéma 46Stratégie de rétrosynthese

La voie A nécessite, parallelement a I'obtentionl'd&léhyde, la synthéese déé
méthylbenzylamines. L’aldéhyde proviendrait de daation du bromoéthyldioxolane sur la
Tic-hydantoine82, obtenue classiquement a partir de I'acide Tic-OH.

Pour la voie B, le noyau Tic-hydantoine portant torection amine protégég6, est
obtenu par cyclisation du compo88. Ce dernier est formé a partir d’'un couplage entre

'anhydride33 et la diamine monoprotég&d.

106



Synthese des ligands

1.2. Etude de la stratégie A

a) Voie de synthése

La voie A, nécessitant la synthése de I'aldéhygderanis la synthése des compo3és
et 38 (figure 74).

i i
Clr oL OO
\\g 37 F \Xg) 38

Figure 74

b) Synthése du noyau Tic-Hydantoine 32

Méthode 1

Le groupement amine de l'acide Tic-OH est dans t@mper temps protégé par un
groupementert-butoxycarbonyle en présence de Eopadans un mélange NaOH(1M)/1,4-
dioxane/HO (1/2/1) a température ambiante pour donner l&adgbc-Tic-OH avec un
rendement de 96%. L'acétami@® est formé par couplage entre l'acide et le chkrur
d’ammonium en présence d’'HOBt, d’'HBTU et de DIEAs®iIn du DMF avec un rendement
de 68% (schéma 47).

1)Boc,0

o NaOH/H,O o
1,4-dioxane

WOH 96% ©inLNH2
—_—
NH 2) HOBY/HBTU N ©

DIEA NH,CI \ﬂ/ ﬂ/
DMF 39 O
68%
Schéma 47

Enfin apres déprotection de 'amine grace a urangd DCM/TFA, la moléculd9 est
cyclisée en présence de CDI et de DIEA dans du pelF conduire au composé cycli3g
avec un rendement de 48% (schéma 48).

0 0
WNW 1)TFA/DCM ©in<NH
s i

1 nuit 32
48%

Schéma 48
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Le rendement global de ces synthéses de 31%, tééarpeu éleve, nous avons donc

évalué d’autres méthodes pour optimiser cetteigFact

Méthode 2

Cette deuxieme méthode consiste a additionnerc&déaTic-OH de I'isocyanate de
potassium dans l'eau a reflux suivi d’'une cyclisatien présence d’acide chlorhydrique a
reflux, réaction précédemment décrite au laborefBitschéma 49).

) o)
on DKOCN {
_— NH
NH 2)HCI NT<
32 0

Schéma 49

Cette méthode s’avere peu satisfaisante avec aeemeents de 25%. Le suivi en
HPLC de l'avancement de la réaction montre qu'apmes période de croissance du pic
correspondant au produit attendu, la réaction siis& pour redonner le produit de départ.

Cette réaction est donc particulierement délicateivre et peu reproductible.

Méthode 3

Nous avons donc essayé d'optimiser les conditiansédction afin d’augmenter le
rendement, en remplacant I'eau par du DMF et eunisédt le temps de réaction a 2h (schéma
50). Nous avons obtenu un rendement de 70%. Lems&ca de cette réaction est décrit dans
le schéma 51. L’acide Tic-OH subit une attaque’idedyanate, ensuite apres une cyclisation

intramoléculaire, la Tic-hydantoine est formée.

0o o}
1)KOCN 70<C /
OH DMF 2h
e NH
NH 2)HCI 70C Nj<
DMF 2h o
70% 32
Schéma 50

149 Charton, J.; Cazenave-Gassiot, A.; Melnyk, P.a@trMizzi, S.; Sergheraert, Cetrahedron Lett.2004 45,
7081-7085. Optimized synthesis of tetrahydroisogjime-hydantoins.
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Q Q
OH .

‘ H

M _Hel

Schéma 51

o%

c) Formation de I'aldéhyde

Dans un premier temps, nous avons voulu appligaenéthode de Tabet af*°
permettant une réaction de Michael du succinimigd’acroléine (schéma 52). Le composé
29 est mis en contact avec l'acroléine, a 35°C, aude I'éthanol absolu. Malheureusement,
malgré les différents essais effectués, en faigaréer le nombre d’équivalent de I'acroléine,
la nature de la base, les solvants et la températous n’avons pas observé d’évolution dans

la réaction. Les différents essais sont récapitidés le tableau 13.

32 0
Schéma 52
Acroléine Base Solvant Température rendement
leq Na éthanol absolu T.A. 0%
leq Na éthanol absolu 3°C 0%
leq KCO; DMF T.A. 0%
1,2eq KCO; DMF T.A. 0%
1,2eq KCO; DMF 50°C 0%
Tableau 13

En s’appuyant sur les résultats précédents dudédioe (81.1. modification du noyau
Tic-hydantoine), nous savons que la Tic-hydantestesuffisamment nucléophile pour réagir
sur un dérivé halogéné. Pour cela, nous avons dowisagé d’obtenir I'aldéhyde par une
substitution nucléophile du noyau Tic-hydantoine leubromoéthyldioxolane suivie de la

déprotection de I'acétal cyclique.

10 Taber, D. F.; Hoerrner, R. S.; Hagen, M. ID.Org. Chem1991, 56, 1287-1289A practical preparation of
the indolizidine nucleus: synthesis of (+)-elaeokarA.
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Le composé&2 est mis en présence deomoéthyldioxolanet de KCO; au sein du
DMF, conduisant au composé) avec 70% de rendement (schéma 53). Ce produit est

aisément identifié en RMN par le triplet a 4,95ppamactéristique du protongKfigure 75).

O O
o}
( P ke, ()
NH  + /\/L N ©
N\X< Br O  DMF 70T N\X<
40 o

1 nuit
32 o 70%
Schéma 53
205808 2 dgZ&e
RRIIIT  F GITI9
| \ \ )
A1 AN %
triplet
du proton
|
I T T T T | T T T T 1
51 50 4.9 48 47 4.6 45 44 ppm
\\\
\\

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05

Figure 75:Spectre RMN'H du composé 40 (300MHz CDG)

Ce dernier est ensuite déprotégé en milieu acidesNbtenons, I'aldéhydél avec

un rendement quantitatif (schéma 54).

% o)

/

QCH\NNI\/? HCI 10% ©CH\ /\/U\
N Acet
~ 30min TA.

40 (0]

quantitatif

Schéma 54

d) Synthése des amines
Parallelement a la formation de I'aldéhyde, lesvés de laN-méthylbenzylamine

sont préparés. L’amine est d’abord protégée pagronpementert-butoxycarbonyle avant
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d’étre méthylée, en présence de NaH et d'iodurendthyle dans du DME! L'amine est
ensuite déprotégée grace a un mélange équivolumiOBI/TFA afin de réagir avec
'aldéhyde (schéma 55). Cette méthode, quoi qu'en lpngue, nous a toujours permis au
laboratoire d’obtenir les meilleurs rendements direas secondaires monométhylées.

Boc,O

NaH, Mel
R” “NHBoc R” “NBoc TFA R NH

DCM TA. DME TA. | DCM TA. |

1 nuit 24h i
42: 86% R= —@—F 44: 56% R= —@—F 30min
quantitatif

43: quantitatif R=—<:> 45: 23% R= _<:>

Schéma 55

R™ ONH,

e) Amination réductrice

Grace a une amination réductfie (schéma 56), en présence de
triacétoxyborohydrure de sodium et de I'acide agegiglacial dans du THF, les compo3&s

et 38 sont obtenus avec respectivement 41% et 37% demsnt (mécanisme schéma 57).

1)NaBH(OAc),
CH,COOH

o o o
[ /\/U\ THFanh [
i P
| N H 4 ~ /\R 1 nuit | N/\/\N R
ﬁ< a1 2) NaHCO, 1M ﬁ< |
el el

37: 41% R= —@—F
38: 37% R= —<:>

Iz

Schéma 56
o ~ SR
- o~ 4+ __ N"R CH,COOH |
R T H
H R H R”™ “OH R H
iminium

N . " .
= / H,0
R : >_N+/\/R N_R — >—N/
) / A

H
H o Boag, TPO%H goag S
o, c -HOB(OAC
BRO, N ’ 2 HOB(OAC),

Schéma 57

1511, W.; Peng, STetrahedron Lett1998 39, 7373-7376. Rational design and synthesis of unsted 2,5-
dioxopiperazine derivatives as potential protenosine kinase inhibitors.

152 carson, K. G.; Harris, B. D.; Maryanoff, C. A.;&h R. D.J. Org. Chem1996 61, 3849-3862. Reductive
Amination of Aldehydes and Ketones with Sodium €eitxyborohydride. Studies on Direct and Indirect
Reductive Amination Procedures.
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1.3. Etude de la stratégie B

a) Voie de synthése

Pour la voie B, la diamine monoprotégéé réagit surl’anhydride33 en milieu
basique pour former le compo$b. Aprés une succession de réactions de cyclisation,
déprotection, amination réductrice et méthylatischéma 58), nous obtenons les composés
deésirési6, 47, 48 et49 (figure 76).

L’avantage de cette méthode est de pouvoir intreda loisir le groupement
hydrophobe et le petit substituant sur I'atome dtazn fin de synthése.

HN > NHBoc

0 0
? 34 /
> WLH/\/\NHBOC . QCH\N/\/\N/\N
NH N
o 35 W< |
/ o)
N\K<O

33 0
Schéma 58
0 0
COrro, CORro
o 46 OMe 5 47
/ i
CI 0L
o 48 N 49 NO,
Figure 76

b) Synthése de I'anhydride

La voie de synthesB consiste dans un premier temps a former 'anhgd®i Pour
ce faire, I'acide Tic-OH, préalablement protégéepagroupemertert-butoxycarbonyle, est
mis en contact avec le trichlorure de phosphoramtu2h'>® le chlorure d’acide est formé
puis par une cyclisation intramoléculaire, I'anhgldr 33 est isolé avec un rendement

guantitatif (schéma 59). Le mécanisme de cettdiodaest décrit dans le schéma 60.

153Hatzelt, A.; Laschat, S.; Jones, P. G.; Grunenkkfyr. J. Org. Chem2002 23, 3936-3943.
Diastereoselective Alkylation of Tricyclic Lactintters.
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(0] (o) o)
oH Boc20 OH PCl, {
[ [ O
NH NaOH 1M NBoc DCM 0C N\\<
dioxolane 2h
33
H,0 T.A. 50 quantitatif o
1 nuit
96%
Schéma 59
— CI7 JE—
o O)
PCl, 9
o % (& — = 3 L

N\[goﬂ/ N\([)]/OY
_ ) !
P 2 cl
CH + ©i:\<<io - m;/

Schéma 60

N\”/(QA‘/‘}H
0]
+

c) Monoprotection de la diamine

Il est & noter que I'amin&4 commerciale a di étre préparée pour des problemes
d’approvisionnement.

Méthode 1

Dans un premier temps, nous avons utilisé un poteéodu laboratoire, a savoir
I'utilisation de 0,5 équivalent de Bg@ au sein d’'un mélange 1,4-dioxane/NaOH 1hOHa
température ambiante pendant 5h. Mais malheureugenmis isolons le composé diprotégé,
avec un rendement quantitatif, et le produit deadep

Méthode 2

N 7, 7

Au vu de ce résultat, une deuxieme voie de syntheseé envisagée en utilisant les

|154 N

conditions de Dijolset al™", & savoir I'utilisation de 0,3 équivalent de BOcet de 10% de

1% Dijols, S.; Perollier, C.; Lefevre-Groboillot, CRethe, S.; Attias, R.; Boucher, J.; Stuehr, D.nMsgy, D. J.
Med. Chem2001, 44, 3199-32020xidation ofN-Hydroxyarginine Analogues by NO-Synthase: The $mp
Non Amino AcidN-Butyl N'-Hydroxyguanidine Is Almost as Efficient an NO Euesor asN-Hydroxyarginine.
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TEA au reflux du MeOH pendant 2 heures. Le 1,3-dhapropane monoprotéga! est isolé,
aprées purification sur gel de silice, avec un renelet de 61% (schéma 61).

Boc,O

HNT >"ONH,  ———=  HNT " NHBoc
MeOH /TEA 34
2h reflux
61%

Schéma 61

Méthode 3

Une autre méthode, celle d’Einsenfigtral*>®

a aussi été éevaluée. Cette fois-ci, le
Boc,O est solubilisé dans du chloroforme et ajouté tgoaitgoutte, a 0°C, a 7 équivalents de
diamine au sein du chloroforme, pendant 5 heuresnilieu est agité, une nuit, a température
ambiante, pour conduire a un mélange de produitdéleart et d’amine monoprotégée
séparable aisément par des lavages g0'Et a la saumure. Cette méthode présente donc un
avantage certain, a savoir gu’elle ne nécessitereupurification par chromatographie et

conduit facilement a 'amine monoprotégée avecamiement de 93% (schéma 62).
Boc,0
HNT "ONH,  ——=  WNT " NHBoc
CHCI, /TEA

1 nuit
93%

Schéma 62

34

d) Ouverture de I'anhydride

Apres condensation de la diamiBé sur I'anhydride33 en présence de DIEA dans du

DCM, le compos8&5 est formé avec 61% de rendement (schéma 63).

o)
/
DIEA AN
N NHBoc
O + HN > “NHBoc H
N« DCM T.A. NH
1 nuit
33 0 34 61% 35
Schéma 63

e) Formation du noyau Tic-Hydantoine

La molécule35 est cyclisée en présence de CDI en milieu basigne du THF pour

former le noyau Tic-Hydantoir&6 avec un rendement de 77% (schéma 64).

155 Eisenfiihr, A.; Arora, P. S.; Sengle, G.; TakadkaR.; Nowick, J. S.; Famulok, MBioorg. Med. Chem.
2003 11, 235-249. A ribozyme with michaelase activity: $ygsis of the substrate precursors.
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9 0
/\/\ CDI /
N NHBoc DIEA
H —_ N~ >""NHBoc
NH THF 70T N\\<
35

1 nuit
77% 3% O
Schéma 64

f) Méthylation de 'amine suivie par une aminationréductrice

Plusieurs conditions ont été étudiées pour métHideote de la fonction carbamate
(schéma 65).

;3 0
/
W PN W PN
N NHBoc N NBoc
N
W< —7—~ N\X< |
35 O o)
Schéma 65

La premiére synthése a été réalisée a I'aideidéoiméthane a température ambiante
en présence de KOH dans de I'ACN, protocole halbéonent utilisé au laboratoire pour
méthyler des azotes protégés par un groupeteerbutoxycarbonyle. Toutefois, dans notre
cas, nous avons obtenu un produit différent dei etendu. D’apres le spectre RMN, celui-ci
semble compatible avec la molécule représentéégeref/7. En effet le doublet de doublet
caractéristique du proton 10a, vers 4ppm, a disgaour faire place a un singulet
correspondant a un groupement méthoxy a 3,26pmur €i78).

OMe
-
N~ """ NHBoc
N\X<
o)

Figure 77
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S Mm o~ oS ST =FTULAARXRAL OO DD O~
SE g T <+ L R R E RN IR P
=22 S B HRHReS9
w, w < Q\P‘f ) € €0 £ €6, €} €6} €1 €} €N ) €} €0 o) €N ¢ o, A
\1/ NI VAN Y —
OCH3
plus de pic
caracteristique
du proton 10a
D
T T T T T T T T T T T T T T
54 52 5.0 4.8 4.6 44 4.2 4.0 38 3.6 34 32 3.0 28

Figure 78 :Spectre RMN'H (300MHz CDCly).

L'utilisation de NaH dans du THF ou du DMF, prattes décrits pour méthyler des
acides aminés protég&%:">"n’a également pas abouti au composé souhaité.

Nous avons donc changé de stratégie et envisagées da premier temps, la
déprotection de I'amine, suivie d’'une réaction denométhylatiom™® (schéma 66). Le
mécanisme d’action est décrit au schéma 67. L’améagit sur le formaldéhyde pour former
I'iminium. Ce dernier est réduit pour donner I'amisubstituée.

Pour ce faire, 'amin8&6 est tout d’abord déprotégé en utilisant du TFAsdarDCM,

a température ambiante durant une nuit. Le compb®st isolé avec un rendement de 75%.
Afin d’accéder aux conditions optimales de monorylétion, nous avons choisi comme
agent de méthylation soit le formaldéhyde soitdeaformaldéhyde. L'aminBl est mise en
contact avec l'aldéhyde et un réducteur au seirDMF ou d'un alcool, a température
ambiante. Malheureusement, malgré les différergaigdes rendements n’excedent pas les
30% (tableau 14). De plus, il est a noter que t&mdince de Rf étant trop faible, et que le
temps de rétention sur HPLC trop voisin entre |iaenprimaire, secondaire et tertiaire (figure
79), il est difficile de suivre 'avancement de ri@action. Nous obtenons trés souvent un

mélange difficile a séparer. Néanmoins, nous av@ussi a isoler de petites quantités

156 i, W.; Peng, S.Tetrahedron Lett1998 39, 7373-7376. Rational design and synthesis of unsd 2,5-
dioxopiperazine derivatives as potential protenosine kinase inhibitors.

1571, P.; Xu, J. Tetrahedror200Q 56, 8119-8131. 1-Ethyl 2-Halopyridinium Salts, Higltificient Coupling
Reagents for Hindered Peptide Synthesis both inti®ol and the Solid-Phase.

1% Harding, J. R.; Jones, J. R.; Lu, S.; WoodT&rahedron Lett2002 43, 9487-9488. Development of a
microwave-enhanced isotopic labelling proceduretas the Eschweiler—Clarke methylation reaction.
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d’amine secondairé2, nous permettant d’étudier la suite du schéma @awdl. et I'amine

tertiaire53, pour les tests d’affinité.

©CK< “"NHBoc TFA QCH\ S, HOHO QCH\ /\/\NH
DCM T.A.
30min
75%
Schéma 66
H H R H
| N
R—r?u/“*>=o H/N—<
H
e o
H
o}
Schéma 67
Essai Aldéhyde Réducteur poqdltlons Temps Rendement
réactionnelles
1 HCHGO;7¢, leq HCOOH 1leq DMF T.A. 1 nuit 10%
2 HCHGO;7, 1leq HCOOH 1leq DMF T.A. 2h 26%
3 Paraformaldéhyde 1eg HCOOH 1eq DMF T.A 3 jours 7%
4 HCHG;s74, 1,1eq NaBH 5eq Ethanol abs T.A. 1 nuit 0%
5 Paraformaldéhyde 1eq NaBR,5eq| Ethanolabs T.A. 1 nuit 1%
6 HCHG;s70, leq HCOOH 2eq MeOH anh T.A. 1 nuit 17%
7 HCHG;s70, 1eq HCOOH 1eq| MeOHanh T.A. Pd/C 1 nuit 0%
Tableau 14 différentes conditions de méthylation de I'azote.
0] 0] 6]
[ [ [ P
| N/\/\NHZ ! N/\/\NH | N/\/\T
\X< 51 K< \X< 53
(0] (0] (0]

amine seco

Figu

amine primaire

ndaire amine tertiaire

re 79

L’amine secondair&2 est ensuite engagée dans une amination réduetripeésence

de I'aldéhyde commercial et le triacétoxyborohydrde sodium en milieu acide. Le composé

46 avec un O-methoxy en para a été prépa

O
H

MeO

ré par cétteode (schéma 68).

N Mm@

46

NaBH(OAc),
CH,COOH
—_—
DCM T.A.

1 nuit

94%
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Schéma 68

Suite a ces résultats tres décevants, nous n'guépsiré qu'un seul composeé par cette

voie.

) Amination réductrice suivie par une méthylation

Nous avons étudié une autre voie de synthése fentugnt I'amination réductrice
suivie de la méthylation.

L’amine 36 est d’abord déprotégée par HCI dans du MeOH poegder a 'amin®1
désirée, avec un rendement quantitatif. Cette éie¥nest engagée dans une réaction
d’amination réductrice en présence de borohydraresatlium et d’'un excés de TEA pour
conduire aux amines4, 55 et 56 avec des rendements respectifs de 66, 30 et 5€8ér(=a
69).

Ar\fo

? : ?
NaBH, TEA
/\/\NHBOC———> NN, NT TN A
MeOH T.A. NT< EOH TA. Nﬁ< H
2h30 1 nuit
quantitatif 51 O o
54: 66% Ar= —@—
55: 30% Ar= @7<
56: 50% Ar= _@_No
2
Schéma 69

Afin d’accéder aux composés désirés, la méthylatioété réalisée en présence de
formaldéhyde et d’acide formique dans du MeOH, quole utilisé précédemment pour
méthyler 'amine primairés1l. Malheureusement, la réaction n’étant pas totades isolons
un mélange des composés méthylé et non méthylésiitpe a séparer par chromathographie
sur gel de silce.

Nous avons par ailleurs soumis les amines a unpadiom réductrice. En effet, nous
espérions, ainsi, obtenir les composés méthylésédés

Effectivement, et de maniére extrémement rapee ploduits4, 55 et 56 soumis au
cyanoborohydrure de sodium et au formaldéhyde dieumacide, conduisent aux composés
47, 48 et49 avec respectivement des rendements de 23, 42&t23chéma 70).

%9 Richard, F. B.; Aviv I. HJ. Org. Chem1972 37, 1673-1674. New method for the methylation of agin
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/O 1) NaBH,CN H,CO ?
ACN 15min
N/\/\N/\Ar - N/\/\N/\AI’
N\\< H 2)ACOH T.A. NT< |

45min
(0] (0]

47: 23% Ar= —@—

48: 41% Ar= @7<
49: 23% Ar= _©_N02

Schéma 70

Nous accédons aisément aux composés voulus. Malls@ment, nous obtenons de
faibles rendements accompagnés de sous produiigsydne dégradation du réactif qui avait
changé d’aspect, a été mise en cause. Cette dem@thode reste néanmoins la plus efficace,
malgré les faibles rendements obtenus lors de thyladion qui seront aisément améliorés en

utilisant du cyanoborohydrure de sodium de meideayuralité.

2. Disubstitution de I'atome d’azote protonable par?

groupements identigues

Pour compléter notre étude nous avons voulu évéiogortance du méthyle dans les
relations structure-activité de notre composé eifigé que seule la présence de deux
groupements hydrophobes est nécessaire, nous aubsttué I'azote protonable par deux
substituants identiques (figure 80).

O
/
S
~ .
(6]

Figure 80

2.1. Substitution par deux groupements aromatiques

Afin de réaliser ces composeés, nous avons procédé amination réductrice. Pour ce
faire, 'amine 51 est condensée sur divers dérivés carbonylés ponduae aux ions
iminiums. Ces derniers sont ensuite réduits enepiees d’'une quantité stoechiométrique de
triacétoxybohohydrure de sodium et d'acide acétique sein du THF, a température
ambiante, pour donner acces aux compbgésb1, avec de bons rendements (schéma 71).

Il est a noter que les produi&® et 60 ne sont obtenus qu'avec des rendements
n'excédant pas 30% ; ces faibles résultats pewexrpliquer par la faible stabilité de 'amine
51
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1) NaBH(OAc), o

/O ACOH f
THE TA.
N"SwH, + H_O SR
N\X< Y 2)NaHCO, 1M N\X< L
o 51

Ar R

7

57:41% R= 60: 29% R=

0
58: 56% R= —@—F 61: 42% R=
59: 26% R= —@—

Schéma 71

OMe

s

2.2. Substitution par deux groupements aliphatiques

Au vu de ces résultats, suivant le méme schémaydthese, d’autres composes
disubstitués par des cyclohexyles, isobutyles bylés$, ont été tentés.

Dans le but d’introduire ces groupements aliphegsg nous avons soumis I'amibe
a une amination réductrice, en présence de triagiddoohydrure de sodium et de I'aldéhyde
correspondant (cyclohexanecarbaldéhysebutyraldéhyde ou acétaldéhyde). Les composeés

62, 63 et64 sont obtenus avec respectivement 56%, 48% et 26férdiement (schéma 72).
1) NaBH(OAC),

7) AcOH Q2
THF T.A. R
N/\/\NHZ N/\/\N -
N\\< 2) NaHCO; 1M N\\< Flz
o 51 o

62: 56% R=cyclohexyle
63: 48% R=isobutyle
64: 26% R=éthyle
Schéma 72
Il est & noter que le composé diméthyB{figure 81)avait d’ores et déja été isolé lors

de la monométhylation (8 1l 2.2.f.), dans des gqii@sisuffisantes pour I'analyse et les tests.

O
/
@Cﬁm«
N\X< |

53
O

Figure 81
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3. Evaluation du réle du substituant méthyle sur lazote

@C@}“ﬁ@

Selon le modéle de Glenrfdifatome d’azote doit étre entouré par deux grouges

protonable

hydrophobes tolérant des encombrements stériquas petit substituant. Dans ce but, nous
avons voulu valider cette information en ajoutant twoisieme groupement encombrant
(paragraphe précédent) et en remplacant le mégari@le petits substituants plus ou moins

encombrés comme un éthyle ou un isobutyle (fig@je 8
0

[
sOPACIE U e R

Figure 82

Afin de réaliser la synthése de ces deux compasiss avons appliqué les mémes
conditions que précédemment (voie B). Cette stratad’avantage de pouvoir intégrer les
modifications lors de la derniere étape de synthese

Pour ce faire, 'amin&1 est soumise a une premiére amination réductriagtiksant
le benzaldéhyde, le borohydrure de sodium et la EEAsein de I'EtOH, a température
ambiante. Le composb est obtenu avec un rendement de 21%. Celui-@resiite engagé
dans une seconde réaction d’amination réductriceprésence de l'acétaldéhyde ou de
l'isobutyraldéhyde, pour former les compo&&set 67, avec respectivement 18% et 24% de
rendement(schéma 73). Ces faibles rendements peuvent siylipar les difficultés de

purification.
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NaBH ?
TEA

W By
EtOH T.A. Nj< - H

1 nuit

o}
21% NaBH(OAc),
AcOH
DCM T.A.
1nuit
18%, 24%
[ 7
/\/\
)N/\© I N/\/\N/\©
\\< 67
e}
Schéma 73

4. Rigidification de la chaine

Dans le but détudier I'importance d’'une rigidditon de la chaine latérale, les
composesb8 et 69 ont été préparéselon la stratégie de synthése A. L'aldéhyide est
soumis a une amination réductrice en présence détrizhydroisoquinoléine ou I'indoline
commerciales, de triacétoxyborohydrure de sodiund’atide acétique dans du THF, a
température ambiante (schéma 74 et 75). Les compB8éet 69 sont isolés avec
respectivement 39% et 20% de rendement. De ménwe,faikles rendements peuvent

s’expliquer par les difficultés de purification.

1) NaBH(OAC),

THF T.A. /\/\
2) NaHCO, 1M

39%
Schéma 74

1) NaBH(OAc),

O o)

[ /\)J\ HN AcOH

N A THFTA. /\/\
Nj< 2) NaHCO, 1M
a1y

20%
Schéma 75

5. Introduction d’un motif pipéridine et pipérazine

Nous avons observé que beaucoup de moléculesast dur les récepteurs;
possédaient un motif pipérazine ou pipéridine d@aicction 85.pharmacophore). Ce

pharmacophore est dailleurs présent dans de nasése classes thérapeutiques. En
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conséquence, pour compléter notre étude sur lediomt structure-activité, nous avons
envisagé d’introduire de tels motifs dans nos sties. De plus, ces structures permettront de
compléter I'étude de la rigidification de la chaileérale. Pour cela, deux familles de

molécules, pipérazine et pipéridine ont été prégmaré

5.1. La famille des pipéridines
(@]
/
OO
(@]

Un composé pipéridine avait d’'ores et déja étgitledtisé lors d’études précédentes

R

(projet de recherche § 2.3. moléculg)CL'affinité sur la protéines; de cochon d’inde s’est
averée étre tres bonne {01 = 2,4nM). En revanche, lintroduction du motif piine
semblait diminuer la spécificité ({¢0> = 24nM). Par la synthese de cette série, noussavon
ainsi voulu évaluer I'impact de différents subsiits sur la structure pipéridine, sur l'affinité
et surtout la spécificité enveos.

La stratégie de synthése pour réaliser cette familit le méme schéma réactionnel

gue pour former le hit (compo4e).

a) Condensation du dérivé pipéridine et de I'acid&ic-OH

L’acide Tic-OH est d’abord protégé sous forme ddamate déert-butoxycarbonyle
en utilisant du Bof® en présence de NaOH dans un mélange dioxaDe/&l température
ambiante durant une nuit. Le compds#est isolé avec un rendement de 96%. Le dérivé
pipéridinique commercial est ensuite condensé 'agide 50, pour conduire au produitO

avec 72% de rendement (schéma 76).

0 0
HOBt, HBTU,

OH BocO OH DIEA

—
NH NaOH 1M NBoc DCM T.A. NBOC
dioxolane 50 1nuit
H,O T.A. 2%
1 nuit
Schéma 76
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b) Cyclisation
Apres déprotection du compod® dans un mélange DCM/TFA, la molécule est
cyclisée par action du CDI, en milieu basique, e slu THF a 70°C. Le compogé4 est
isolé avec un rendement de 55% (schéma 77).
f 1) TFA/IDCM 0o
C quantitatif ©ij((
N N
| e O
w 2) CDI, DIEA N~(
20 THF 70C 1 Y

1 nuit
55%

Schéma 77

c) Déprotection

Dans le but d’accéder aux différents dérivés jpiidiques, I'amine est déprotégée en
présence de palladium sur charbon et de formiammiionium au reflux du MeOH pendant

5h*®° (schéma 78). L'intermédiaire ¢ est obtenu avec un excellent rendement de 99%.

;3 Pd/C

HCO NH,

OO @ﬁ O

N\< MeOH reflux
71 o

99%
Schéma 78

d) Amination réductrice

Une fois 'amine72 déprotégée, nous avons souhaité fonctionnalisgipkxidine par
différents groupements.

Pour ce faire, une amination réductrice est réal@é la fonction amine du composé
72. L'intermédiaire clé72 est mis en présence du triacétoxyborohydrure dausoét de
divers aldéhydes commerciaux pour donner les coéypn3 a 78 avec des rendements

compris entre 28 et 94% (schéma 79).

%0 windhorst, A. D.; Timmerman, H.; Worthington, E.; Bijloo, G. J.; Nederkoorn, P. H. J.; Menge, W. 1.
B.; Leurs, R.; Herscheid, J. D. M. Med. Chem200Q 43,1754-1761. Characterization of the Binding Sit¢haf
Histamine H Receptor. 2. Synthesis, in Vitro Pharmacology, @3R\R of a Series dflonosubstituted Benzyl
Analogues of Thioperamide.
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(o]
R
o} C iH ;3
N NH  ——= N
N\< @ DCM T.A. Nj<
72 o) 1 nuit 0O

73:58% R= 76: 34% R=

-0 ~D-ome
74: 59% R= OF 77: 94% R= ONOZ
75: 37% R= ‘@7 78: 28% R= 4©7<

Schéma 79

5.2. La famille des pipérazines

Nous avons substitué un des deux atomes d'azotdadpipérazine par des
groupements aryles. Ainsi 'atome d’azote suppléaies n’est pas protonable, ce qui semble
défavorable a I'affinité envers, d’aprés le modéle de Glenn&h.

Pour former la famille de molécules contenant &ifipipérazine, nous avons repris le
schéma de synthése B. En procédant a une amimatanotrice des pipérazines commerciales
sur I'aldéhyde41, nous isolons les composéd a 83 avec des rendements compris entre 5 et

84% (schéma 80).
1) NaBH(OAc),

9 0 AcOH
N —Ar —
NW< H _/ 2) NaHCO, 1M N N—Ar
41
(@]

79: 44% Ar= @ 82: 5% Ar= OOMe
80: 20% Ar= OF 83: 84% Ar= ONoz
81: 60% Ar= @—

Schéma 80

L’énantiomere R du compo§d a également été synthétisé avec un faible rendemen

de 14%, en raison des difficultés de purificatischg@ma 81).
1) NaBH(OAc),

ZZD 0 AcOH é)
...... THF T.A. —
N/\/LLH PR — N/\/\N N
N\\< 2) NaHCO, 1M NT< N/
o 41 14% 5 84

Schéma 81
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6. Etudes des parametres de Lipinski des composés

Les parametres de Lipinski ont été évalués sulelxiéme série de molécules. Les

valeurs sont représentées dans le tableau 15

Composé MWt LogP Donneurs |Ih Accepteurs |Ih pKa
37 381 2,8 0 5 8,41
38 369 3,4 0 5 9,44
46 396 2,6 0 6 8,57
47 377 3,2 0 5 8,65
48 420 4,4 0 5 8,67
49 408 2,5 0 8 7,62
53 287 0,8 0 5 9,44
57 439 4,6 0 5 7,54
58 475 4,7 0 5 7,38
59 467 5,5 0 5 7,86
60 551 7,8 0 5 7,90
61 499 4,4 0 7 7,70
62 452 59 0 5 9,44
63 372 3,6 0 5 9,28
64 315 1,9 0 5 10,28
66 377 3,2 0 5 8,57
67 405 4,1 0 5 8,41
68 375 2,8 0 5 8,58
69 361 2,2 0 5 7,63
71 375 2,4 0 5 8,10
73 381 3,6 0 5 8,91
74 393 2,5 0 5 8,02
75 389 2,9 0 5 8,26
76 405 2,4 0 5 8,18
77 420 2,2 0 8 7,23
78 432 4,1 0 5 8,28
79 404 2,5 0 6 7,17
80 422 2,8 0 6 7,11
81 418 3,0 0 6 7,28
82 434 2,3 0 7 7,22
83 449 3,0 0 9 6,55
84 404 2,5 0 6 7,17

Tableau 15 Paramétres de Lipinski (logiciel ACDLabs)
Les composés synthétisés entrent tous dans lesestitSeul le dériveé0 présente

deux parametres hors des criteres. Notons augsirbphobie élevée des compo&fset 62

pour un passage souhaité de la barriere hématdealopye.
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7. Etude de I'affinité

Les tests comme précédemment ont été realisésapsociété Cerep. lls ont été
effectués sur des cellules humaines en utilisaftt{i{+)pentazocine (concentration de 8nM)
comme radioligand de référence et I'halopéridoh@mmtration de M) comme ligand non
spécifique. Les pourcentages d’'inhibition de lésba spécifiqgue sont évalués par scintillation
aprés une incubation de 120min a 22°C. Les résulied molécules testées sont montrés dans
les tableaux ci-dessous (Tableau 16-17-18). Legposes présentant les meilleurgd8ur la
protéine ; humaine ont été évalués sur la protémede rat. Les tests sont évalués en
duplicate. De méme, en raison du faible nombre daipolations, les résultats représentés

dans les tableaux sont des indications .IC

. ICs0 (NM) | ICs0 (NM) Ratio
produits R1 R2 _
0, humain oy rat 0,/01

12 Me 8,7 650 75

38 Me 15,8 41 3

RS

37 Me A@ 54.6 i i
O
L

46 Me . 126 - -

47 Me 109 - -

\

RSN
48 Me m 145 - ]
49 Me A@L 19,5 . .

Tableau 16
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o)
_R1
SOy
N \
\< R2
o)

ICs0 (NM) | 1Cs0 (NM) Ratio
produits R1 R2

o1 humain o rat 0,/0;
12 Me 0O 8,7 650 75
53 Me Me >200 - -
57 0 g >500 ; ]
58 T | T | 200 . .
59 T | T | >500 i ]
60 AQX AGX >500 ] ]
61 | L | T | >200 : :
62 O e >200 ; ]
63 Y Y >500 - ]
64 Et Et >500 i -
66 Et g 15,1 565 37
67 ad g >200 ; ]
68 10 17,2 571 33
69 10 10,3 545 53

Tableau 17
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o)
o)
. ICs0 (NM) | 1Cs0 (NM) Ratio
produits R _
o1 humain oo rat 0,5/01
PN
12 \ 8,7 650 75

71 @@ 22,2 - .
73 @“@ 60,9 . .
74 @“@ 64,9 - -
75 @“@ 41,5 ; ]
76 @ﬁ 46,6 . .
77 @ﬁ 65,1 . .

78 @AQX >200 - -

79 (S) A 197 : :
80 'l . 86,5 ; ]
81 'l 64,0 - -
82 /\/\NCN ome 78.3 i -
83 MN@N NO, En cours

84(R) 'l >200 - -

Tableau 18

Le remplacement du noyau phényle par des aronegtiqubstitués (fluor, méthoxy)
semble conduire & une diminution d’affinité (com@®37 et 46). De plus, les substitutions
par des aliphatiques (méthytert-butyle) rendant le groupement plus hydrophobet tes
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défavorables. En revanche le compd8éubstitué par un nitro posséde une bonne affinité.
Un groupement attracteur serait donc plus favoralieliaison envers;.

Le remplacement de I'aromatique par un cyclohexaoeposé38) ne modifie pas
I'affinité mais diminue fortement la sélectivitg/oo.

La substitution de l'azote protonable par deuxssitimnts aromatiques induit une
perte totale d’affinité (composés7 a 61). De méme, pour la substitution par deux
groupements cyclohexand®, isopropyles63, éthyles64 ou méthyles53, l'affinité est
completement perdue, ce qui renforce l'importaneelal présence d'un seul groupement
hydrophobe en plus de la structure Tic-hydantoine.

La substitution du méthyle par une chaine alipjugtiplus longue est peu favorable
(composés6), voire totalement néfaste pour une chaine plusdphobe tel un groupement
isobutyle (composé€7). Un petit groupement peu encombrant reste néicestans I'affinité
enverso;.

La rigidification de la chaine permet le maintienl@ffinité (composé8 et 69) mais
semble néfaste a la sélectivitgo,.

Enfin, malgré la présence de motifs pirérazinepipgridine dans les ligands des
récepteurssy, I'ajout de ces motifs sur notre structure Tic-aytbine apparait défavorable
(composég1 a84). Il est a noter que lors d’études précédentenmeposérl avait été testé
sur la protéines; de cochon d’inde (I§g = 2,4nM), or I'affinité sur la protéine humainet es
diminué d’'un facteur dix. Cette différence impottadevra étre confirmée par d'autres tests.
De plus, toute substitution sur la pipéridine esffadorable, le groupement nitro et
cyclohexyle, habituellement les meilleurs substitsasont dans cette famille défavorables.
En revanche, dans le cas des pipérazines, l'ajeutsubstituant augmente [affinité.

Néanmoins, celles-ci sont toutes moins affineslguemposéd2 (figure 83).
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) Jéfavorable

—) favorable
/\/\N/ \ <:> ©ijf1\ \@

W

79a84 67 et 68
71a78 Allphathue
53, 63 et 64
O

N\< |

/ /©)56a60

NW<N/\/\N

o
66 38 l

7

| /\/\N ©ijf< /\/\N

~ )

o o 37,48, 47 et 48

N/\/\N
49
S NO,

Figure 83 Relation Structure-Activité.
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Etudes comportementales

Grace a une collaboration avec le Dr. Tangui Maurdu laboratoire U.710 de
Montpellier, nous avons réalisé des études comperéales sur nos composes les plus affins
dans le but d’évaluer leurs propriétés vis-a-vidadeocaine. L’évaluation des compod€s
12, 13, 66, 68 et 69 (figure 84) a donc été envisagée.

O
O™y s
~ Yatae

S 13
i i
COp o GO
" e " e
6]
O
NT< 69
(0]
Figure 84

Les tests du composiE3 ont vite été arrétés etant donné la mise en égedeiune
racémisation du compose.

Une étude complete a été réalisée sur les hyaesthd et 12. Elles ont été testées sur
différents effets induits par la cocaine : 'hypeiaté, I'appétence et la dépendance d’état
chimique. Ces effets sont étudiés par des teststEaistiques dans I'étude des drogifes.

Nous avons poursuivi les études comportementalescdmposés de cette série en
choisissant a la fin de la these les moléculeplies affines que nous avions obtenues. Les
composé$6, 68 et 69 ont donc fait I'objet d'études préliminaires. @auhe expérience sur les

effets hyperlocomoteurs aigus induits par la cazadrune seule dose, a été évaluée.

1. Etude de I’hyperactivité

L’effet euphorisant produit par la cocaine chelzothme se mesure par ['effet
hyperlocomoteur chez I'anim&i! Cette hyperactivité s’observe a de faibles dosesodaine.

®vise, R. A.; Bozarth, M. APsychol. Rev1987, 94, 469-492. A psychomotor stimulant theory of additt

133



Etudes comportementales

A plus forte dose, des comportements stéréotyp@arajgsent chez l'animal: toilettage,

reniflement®®... Ces comportements traduisent la schizophréraptychose chez 'homme.
L’effet hyperlocomoteur peut étre étudié gracenaast de locomotion. Les composés

ont été évalués sur deux réponses induites panpesions répétées de cocaine: I'apparition

de I'hyperactivité locomotrice et la sensibilisatia cette réponse.

1.1. Méthode

Les composésd0 et 12 ont été étudiés aux doses de 0,3, 1, 3, 10mgskanjectées
10min avant la cocaine administrée a 10mg/kg igosawuris est ensuite placée dans une cage
d’actimétrie traversée par des faisceaux infra eofigure 85).

Figure 85 Cage d’actimétrie.

L’activité locomotrice est mesurée par le nombee fdis que la souris coupe un
faisceau infra rouge. Elle est ensuite suivie pahd@®min toutes les 10min. Les résultats
présentent la somme sur les 30 dernieres minuteesdu L’activité a été mesurée durant
guatre jours (de J1 a J4), apres injection des 0eé¥

Puis les animaux n’ont rien recu pendant 4 jodus.jour 9, ils recoivent tous une

injection de cocaine a 10mg/kg i.p, et I'activiledmotrice est mesurée (figure 86).

aigué | Sensibilité acourt terme Sensibilité a long terme

L+ [ 2 [ 3 | 4[5 |67 [8 ]9 |
-0 0 b. -
t t t t - - - - t
Saline Cocaine

Cocainetcomposs
@> Mesure de l'activité locomotrice

Figure 86 :Procédure du test de locomotion.

162 sams-Dodd, FRev. Neuroscil999 10, 59-90. Phencyclidine in the social interactiost:tan animal model
of schizophrenia with face and predictive validity.
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Ce test permet de calculer:
* I'’hyperactivité apres une injection de cocaine,unés a J1.
* la sensibilité a court terme induite par une adstiation répétée de cocaine, mesuree
ada.
* la sensibilité a long terme, développée aprés aasation de prise de drogue, mesurée
aJo.

1.2. Résultats

La cocaine a d’abord été testée seule a deux :dbesy/kg i.p. (figure 87a) et
20mg/kg i.p. (figure 87b). L’activité locomotricestereprésentée en ordonnée. Les différents
traitements sur les souris sont représentés erisabsd.e nombre de souris pour chaque
groupe est indiqué sur chaque colonne. Le groupeitéest traité avec une solution saline
(V) et le groupe d’étude avec 10 ou 20mg/kg i.fcoeaine.

a b

2000 - 0000
18000
16000
14000
12000
10000
000
GO00
4000
Z0on

fooo -
Goon -
5000 -
4000 -

000 -

2000 -
Nl B

o-

Activité locomotrice (40min)

-J1-  -1J4- - J1 -J4 -
Coc % 10 R (1] Wi Wl
Traitement (mg/kg) Traitement (mg/kg)

Figure 87 Etude de I'activité locomotrice de la cocaine.

La cocaine induit une hyperlocomotion aprés ufeciion aigué de 10 et 20mg/kg,
avec une activité locomotrice respectivement sepéei a 2000 et 7000 faisceaux coupés en
40min. Cette hyperlocomotion est retrouvée, avexintensité plus élevée, a J4 et a J9. Une
sensibilisation est observée pour les différentesesl de cocaine puisque l'injection a J9
provogue une réponse locomotrice tres importargs.gifets sont doses dépendants.

Pour le groupe témoin, I'activité locomotrice toerautour de 1000 faisceaux coupés.
A J9, il recoit une injection de cocaine. L’activibcomotrice est donc aussi élevée que pour
le groupe d’étude a J1.
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Les composé&0 et 12 ont ensuite été testés seuls. Les souris recoiveninjection

de produit a différentes doses (0,3, 1 et 3mg/lgPd & J4. Puis a J9, elles recoivent une

injection de cocaine (10mg/kg) (figures 88 et 89).

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

S————————
N
et 4

oooooooooooooooooooo

|

V 03 1 3

o=

vV 03 1 3

20000 -

Q o

5000
0000 -
0

(UIQ) SOUIOWOI0| DUANOY

Vo031 3

Traitement (mg/kg)

Figure 88:Etude de l'activité locomotrice du composé 10 seul.
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(UIOY) 82LILI00| PHAIOY

J9
vV 031 3

J2

J1
V0313

3

vV 03 1
Traitement (mg/kg)

Figure 89:Etude de l'activité locomotrice du composé 12 seul.

En administration seul, les compod€set 12 n'induisent pas de locomotion. A J9, les

de cocaine.

une premiere prgué

souris se comportent comme lors d'

Enfin, les deux énantioméres ont été évalués eimjection avec la cocaine. Les

souris regoivent une double injection :

Solution saline-solution saline (V-V) pour le greuggmoin.
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* Solution saline-cocaine (10mg/kg) pour le groupedi@-cocaine.
» Cocaine (10mg/kg) + composE8ou 12 a différentes doses (0,3, 1, 3, 10mg/kg) pour

le groupe d’étude.
Une dose intermédiaire de cocaine (10mg/kg) anggétée dans ce test pour mieux

voir I'effet positif ou négatif de la substancediie par rapport a celle de la cocaine.

Les résultats des composdket 12 sont représentés dans les figures 90, 91 et 92.

16000

2

2000

ooon

2000

GOOD

g

2000

Activité locomotrice (40min)

J4 J9

Caz % 10 10 10 10 10 % 10 10 10 10 10 % 10 10 10 10 10
10 v v 2 1 =3 1w Woowo3 1 3 o W% o3 1 3 1D

=

Figure 90 Etude de l'activité locomotrice du composé 10.

Dés J1, une augmentation de I'effet hyperloconmoéégu induit par une injection de
cocaine apparait avec un pic a 1mg/kg de compi@séCette amplification des effets se
retrouve aussi a J4 et J9 avec un pic a 1 et OKmge composél0 augmente donc la
sensibilité a la cocaine a court terme et a longde

La figure 91 compare les différentes activitésotootrices pour les différents
traitements (solution saline V, cocaine (10mg/kghcaine + composé&0 (0,3mg/kg) et

cocaine + composk) (Lmg/kg)).
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3000 T
2500
2000
1500

1000 Y

(0]
® Coc (10)

O Coc+ 10 (0.3)
B Coc+ 10(1)

500

Activité locomotrice (40min)

Temps (min)

Figure 91 [Etude de I'activité locomotrice du composé 10.

Dans cette étude de l'activité locomotrice pendé&dmin, nous observons que la

cocaine induit une activité locomotrice. En effatcourbe du groupe recevant de la cocaine

atteint des valeurs beaucoup plus importantes gllesctteintes par le groupe témoin. Cette

hyperlocomotion diminue avec le temps. De pluspté-administration du composE)

augmente, de fagcon dose dépendant, cette répopsddopmotrice induite par la drogue.

Activité locomotrice (40min)

16000

14000 -
12000 -
10000 -
000 - ne j]/;
- 7
5000 - 7
i ]
4000 - ;f;
2000 - I % 5
J1 J4 J9
Coz % 10 10 10 10 10 W o1 10 10 10 10 o1 10 10 10 1o
12 Weow' 31 3 10 Weowd 3 1 3 10 Weow o3 1 3 10

Traitement (mg/kg)

Figure 92 Etude de l'activité locomotrice du composé 12.

De méme, pour le compodR, une potentialisation de la sensibilité est obseraé

court (0,3 et 1mg/kg) et a long terme avec un pl3amg/kg. Néanmoins, il n’induit pas

d'effet a J1.
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1.3. Discussion

Les composé$0 et 12, n'induisent pas d’effets hyperlocomoteurs selRbs. contre en
co-injection avec la cocaine, ils potentialiserst édfets stimulants de la drogue. En effet, le
composél0 amplifie la réponse hyperlocomotrice aigué. Casxdsomposés augmentent la
sensibilité a court terme, aprés une co-injectiégpetée de drogue et des composés, et de la
sensibilité a long terme, aprés une cessation ide de toutes substances suivie d’'une seule
injection de cocaine.

Le composél0 apparait comme le plus efficace des deux compdséseffet, il
augmente les effets dés la premiéere prise aigugbdaine. Néanmoins les valeurs a J4 et J9

sont sensiblement équivalentes entre les deux ceéspo

1.4. Etude de l'activité locomotrice des composés 6 6, 68 et 69

Les composé$6, 68 et 69 ont fait I'objet de tests préliminaires sur les egff
hyperlocomoteurs aigus induits par une seule iilgectie cocaine (10mg/kg). Les souris
recoivent une double injection:

» Solution saline-solution saline (V-V) pour le greuggmoin.

* Solution saline-cocaine (10mg/kg) pour le groupedi@-cocaine.

Composé$6, 68ou 69 (1mg/kg) pour le premier groupe d’étude.

e Cocaine (10mg/kg) + composé$, 68 ou 69 (1mg/kg) pour le deuxieme groupe
d'étude.

Les résultats sont représentés dans les figure349& 95. Il est a noter que le nombre

de souris pour chaque groupe est représenté paalgs sur les colonnes.

10000 -

8000 -

6000 -

4000 +

COL T

MMM

Activité locomotrice (40min)

I T

2000 [

3 I ’/% ¥ 101
. 4 p 104 (1107

Vv V 66 66
V C V cC

Traitement (mg/kg i.p.)

Figure 94 Etude de I'activité locomotrice du composé 66.
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10000 4

Activité locomotrice (40min)

12000 -

Activité locomotrice (40min)

8000 -

6000 -

4000 4

2000 -

10000 -

8000 4

6000 -

4000 +

2000 -

COLm 00
7

10 10
\% V 68 68
\% C \% C
Traitement (mg/kg i.p.)

Figure 95 [Etude de I'activité locomotrice du composé 68.

\% V 69
\
Traitement (mg/kg i.p.)

Figure 96 Etude de I'activité locomotrice du composé 69.

Le composé6 ne semble pas induire d’effets sur la locomotans Id’'une injection

aigué de cocaine. En revanche, le comp68éaurait un profil agoniste. En effet, il

potentialise les effets hyperlocomoteurs induits lpacocaine. Le compo$s8 montre une

Iégere diminution de I'hyperactivité. |l est néarinsopeu probable gu'il ait un profil de type

antagoniste en raison de la faible différence dectire avec le composg9, possédant

clairement un profil agoniste. Ces premiéres étulizgont étre approfondies afin d’étudier

leur efficacité sur la sensibilité et les effetp@jants induits par la cocaine.
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2. Etude des effets appétants

Le test du conditionnement de préférence de plistce CPP » permet de mettre en
évidence les propriétés appétantes ou aversivese daubstance. Il montre le pouvoir

hédonique d’'un produit.

2.1. Méthode du test de CPP

La souris est placée dans une boite a deux comegguts, I'un, blanc, lumineux, a sol
grillagé, l'autre, noir, obscure, a sol lisse, sépaar une porte guillotine (Figure 97). Ce test

consiste a conditionner I'animal a associer leepiss drogue a un des deux compartiments.

Figure 97 Boite en PVC du test CPP.

Le schéma de la procédure de ce test est dédiguere 98.

Le pré-conditionnement: Le premier jour (J1), la souris est placée danoite. Elle
est libre d’explorer les deux compartiments lorsddgeix séances (une le matin et l'autre
'aprés midi). La préférence spatiale spontanéprétérence naturelle de I'animal est calculée
en mesurant le temps passé dans chague compartiment

Le conditionnement: le matin, durant plusieurs jours, la souris @stditionnée a
recevoir des injections quotidiennes de cocainecamposé étudié ou une co-injection
composé-cocaine. Puis celle-ci est confinée dansompartiment pendant 30min. L'aprés-
midi, I'animal recoit une solution saline avant fbe@ment dans l'autre compartiment.

Le post-conditionnement. 24h apreés la derniere session de conditionnemant,
préférence spatiale conditionnée de la souris essumde lors d'une session de libre
exploration de 10min, en mesurant le temps passé dhaque compartiment. Le score
conditionné se calcule par la différence de temgss@ dans le compartiment associé a la

drogue entre les séances de post et de pré-camtizent-2’ 108109
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Pré Conditionnement Post

L[ 2]3s]afs e |

Cocainetcomposé

! !

v v

0 01 0 0 B

wens |00 0 01
t t t t

@

Saline
@@ Mesure de la préférence spatiale

Figure 98 Procédure du test CPP.

2.2. Résultats du test de CPP

Sur les différents graphiques de résultats, leesamnditionné est représenté en
ordonnée et le traitement administré aux sourls abmbre en italique de souris est indiqué
en abscisse. La cocaine a d’abord été étudiée galifeerentes doses 10 et 20mg/kg (figure
99).

120 -
a0 -
G0 -
a0 -

0-

Score conditionné (s)

-0 -
22 18 15
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Figure 99 :CPP du produit de la cocaine seule.

Pour le groupe témoin, ne recevant pas de dragng, a pas de score conditionné,
les souris n'ont pas de préférence de compartireatre les deux séances de pré et post
conditionnement.

Par contre, la cocaine induit un CPP dépendatd dese a 10 et 20mg/kg, avec un
score conditionné respectivement de 60s et 110s.

Le composd0 a ensuite été testé seul (figure 100).
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Figure 100 CPP du produit 10 seul.

Injecté seul, il n'engendre pas de score condigonl n’induit pas de CPP. En
d’autres termes, il ne présente pas d’effets appgta

Les deux produits sont évalués sur le test de @RI différentes doses croissantes
(0,1-0,3-1-3-10mg/kg), en co-administration avece udose intermédiaire de cocaine
(10mg/kg). L'injection des produits se fait 10mivaat celle de la cocaine lors du

conditionnement. Les résultats sont représentés ldarfigures 101 et 102.
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Figure 101 CPP du produit 10. Figure 10ZZPP du produit 12.

Dans les deux cas, une augmentation significativ€ PP est observée a 3mg/kg pour

le produit10 et a 10mg/kg pour 1&2. Ce phénomene est aussi retrouveé lors de I'étede d
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plusieurs agonistes des réceptesys I'igmesine, la DHEA et la pregnenolo®.De plus,

pour un méme score conditionné atteint de 120guéantité injectée de produiD (3mg/kg)

est plus faible que celle des agonistes précédemtsesine : 10mg/kg, DHEA : 20mg/kg,

pour les différentes doses testées de pregnenoldhest 20mg/kg, le score conditionné

n'atteint pas 120s).

Afin de vérifier que ces effets se faisaient kpan I'intermédiaire des réceptewrs le

composél0 a été testé en présence de BD-1047, un antagadiletif des récepteurs

(figure 103).

210 5

e

—~ 180

n

N—r

‘O 150

c

c

O 120 7

=

©

c 907

o

o

Ef G0

o

O 30

5 *h
] 1
-3 19 20
Coc 0 1C
10 @

BD1047 ]

"
10
3

SRR

14 12 12
10 10

3 -
10 10 10

Traitement (mg/kg)

Figure 103 CPP du produit 10 + BD-1047.

La potentialisation induite par le produitO est completement bloquée par

'administration du BD-1047, prouvant ainsi I'imgédition des récepteurs, dans les effets

appétants de la drogue. Le score est dans ce mdlsii® a celui obtenu en absence de

composél0 ou méme de cocaine.

Les résultats du compo4d@ étant moins significatifs par rapport au compd8éous

n‘avons pas poursuivi les études sur ce produit.

2.3. Méthode de la réactivation du CPP

Le CPP peut étre éteint aprés acquisition.

Les souris sont conditionnées pendant une semdiagres la méthode précédente,
avec 30mg/kg de cocaine. Cette dose importantegbatenbien conditionner les animaux et

ainsi d’obtenir un score conditionné important &<l
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A J8, le matin, le CPP est éteint par l'injectide solution saline avant de confiner
'animal pendant 30min dans le compartiment prégédent associé a la drogue. L'aprés
midi la solution saline est injectée aux sourisardvde les confiner pendant 30min dans
'autre compartiment, comme lors de I'acquisitidiigure 104). Cette phase d’extinction dure
quatre jours. Pour vérifier I'extinction du CPP 42] le temps passé dans chaque
compartiment est calculé : le CPP est éteint pintial ne montre plus de score conditionné
significatif.

Apres l'extinction, le CPP peut ensuite étre ne&ctnotamment par l'injection d'une
dose challenge de drogue (15mg/kg si la dose donddnte était 30mg/kg). Ce modele de

rechute a été mis au point dans le laboratoire T &gui Mauricé®

Pré Conditionnement Post Extinction Réactivation

1 2] 3] a5 6] 78] 9o w]1]12]13]14]1s5

Cocaine (30mg/kg) Saline

I i 1 ! il 1 } I Produit
wo [0 0 0B 000 [ T
oo [ [ 0 [ b 00 [
° t t (. t

t t

Saline Saline

@@ Mesure de la préférence spatiale

Figure 104 Procédure de la réactivation du CPP.

U U |
@ @ ®
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2.4. Résultats de la réactivation du CPP

Le score conditionné est toujours représenté danmée. En abscisse, est indiqué le
traitement et les différentes phases du test ok ponditionnement P, I'extinction E et la
réactivation R du CPP. Le chiffre en italique esadse indique le nombre de souris utilisé
pour chaque groupe.

Dans un premier temps la cocaine seule a ét@t@gjare 105).

1%Romieu, P.; Meunier, J.; Garcia, D.; Zozime, N.; rMaFardon, R.; Bowen, W. D.; Maurice, T.
Psychopharmacolog8004 175 154-162. The sigmgao;) receptor activation is a key step for the reation
of cocaine conditioned place preference by drugning.
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Figure 105 Réactivation du CPP de la cocaine.

Lors du post conditionnement P, avec la cocaimagdyy, nous observons comme
prévu un important score conditionné (>90). Puid 2, I'extinction est vérifiée, pour cela le
score conditionné est calculé. Dans les deux casdee conditionné est presque nul. Enfin
lors de la phase de réactivation, le premier gragidraité avec une solution saline, il n'y a
donc pas de réactivation du CPP comme attendue¥anche la réactivation se fait pour le
deuxieme groupe traité avec une dose de 15mg/kgopquant un score conditionné similaire
a celui mesuré lors du post-conditionnement.

La réactivation induite par le compalga été étudiée (figure 106).
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Figure 106 Réactivation du CPP du produit 10 et BD-1047.
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Pour différentes doses de composeé, 1, 3, 10malkg, réactivation du CPP est
observée, plus prononcée pour 3mg/kg. Le résuftatéquivalent a celui obtenu pour la
cocaine administré & 15mg/kg lors de la réactinatio

L'implication du récepteur; a aussi été mise en évidence dans la réactivatiddPP
en pré-administrant du BD-1047 avant l'injectioncdmposéLO.

La réactivation induite précédemment par une tigaade composé&0 est totalement

bloquée par I'ajout du BD-1047.

2.5. Discussion

Les composes0 et 12 agissent comme des agonistes des récepteuls n'ont pas
d’effets seuls mais potentialisent les effets higmermoteurs et le CPP induits par la cocaine.
De plus, le compos&0 réactive le CPP avec une dose de 3mg/kg. Cetteemé@heur est
retrouvée lors de la réactivation avec l'igmesige.revanche la DHEA réactive le CPP avec
des doses plus fortes, de 20 et 40mdiRg.

Nous ne pouvons pas parler de dépendance et Hateedans l'interprétation des
résultats obtenus avec le test du CPP. Mais ileptésI’avantage de mettre en évidence les
propriétés appétantes d’'une substance. Il pern@tallier I'implication potentielle d’une
substance dans le systéeme de récompense d'uneedrafgiude du CPP est un test
préliminaire avant le test de l'auto-administrati@@e test permet de mesurer les propriétés
appétentes de la drogue, condition nécessaire maisuffisante a l'addiction. Il ne permet
pas d'intégrer la composante renforcante de laugrogeule accessible dans des procédures
d'auto-administration.

Pour étendre notre étude sur le comgddkél faudrait maintenant déterminer son effet
sur l'auto-administration de cocaine chez I¢¥a®ar ce test nous pourrions déterminer, dans
un premier temps, si une injection du comp&®émodifie la courbe dose-réponse d'auto-
administration de la cocaine et dans un deuxiemmpde si les rats peuvent spontanément
s'auto-administrer le composé. Ces expériencesgeaient de conclure sur l'intérét d'une

thérapie agoniste du compdEgdans l'addiction a la cocaine.

184 Martin-Fardon, R.; Lorentz, C. U.; Stuempfig, N; BVeiss, FPharmacol. Biochem. Beha®005 82, 46-54.
Priming with BTCP, a dopamine reuptake blockemstites cocaine-seeking and enhances cocaine dueeih
reinstatement.
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3. Etude des propriétés de dépendance d’état chinug

3.1. Méthode

Le test de I'évitement passif a également étéis@aur le composé0. C’est une

expérience d'apprentissage dépendant de I'étatqriem

Une information ou un comportement acquis lorsndétat affectif ou chimique
particulier, sera automatiquement rappelée quamgdhisme sera dans le méme état. En
d’autres termes, le rappel dans un état chimiquaftactif différent entrainera une baisse
d’efficacité ou un blocage complet a retrouver épanse. Ce phénomeéne est appelé la
dépendance d’état chimique. Pour déterminer cétdétalépendance, le test de I'évitement
passif a été mis au poitit

L’'appareil se compose d'une cage transparente awecsol grillageux et une
plateforme en bois placée au centre. Un choc é&eetide 35V peut étre délivré au niveau du
sol (figure ci-contre).

La dépendance d’état est mesurée chez I'animal
des sessions d’entrainement répétitifs. Lors deelssion i
d’acquisition, I'animal est soumis a plusieurs teaients ]
possibles avant le premier entrainement:
» Cocaine 0,1mg/kg
» Cocaine 0,3mg/kg
 Composél00,3mg/kg
» Solution saline
» Cocaine 0,1 + compod® 0,3mg/kg
e Cocaine 0,3mg/kg + compo%6 0,3mg/kg
Puis I'animal est placé sur la plateforme. Quardkscend
un faible choc électrique (35V) est délivré pendtbs. Le
temps de latence, c'est-a-dire, le temps passélas
plateforme avant de descendre, est mesuré.
entrainements se succedent jusqu’a ce que la sateigne le critére : rester sur la plateforme
plus de 60s. Les souris recoivent de 0,1 a 0,3md&kgroduit car la dépendance d’état

chimique s’observe a de faibles doses.

1%%Zarrindast, M. R.; Jafari, M. R.; Ahmadi, S.; Djalgairi, B. Eur. J. Pharmacol2004 487, 143-148.
Influence of central administration ATP-dependehtKannel on morphine state-dependent memory ofygass
avoidance.

148



Etudes comportementales

La session de rétention est réalisée 24h aprds, éme maniere que I'entrainement
sauf qu’aucun choc électrique n’est délivré. Chaspuris recoit une injection d’'un des six
traitements. Elle est ensuite placée sur la platedcet le temps de latence est mesuré avec un
temps maximal de 300s.

Deux mesures paramétriques sont alors mesuréedddasrétention.

* Le temps de latence exprimé par la médiane etrt @d@rquartile (25% et 75%).

* Le ratio de latence calculé par le temps de latgecelant la session de rétention sur
le temps de latence lors de la derniere sessiont alvateindre le critére. Le ratio est
transformé en log.

L’état de dépendance chimique induit par un proesii observé quand I'animal recoit
le méme produit avant I'acquisition et la sessienrétention lors de la tache d’évitement
passif. En effet, un animal recevant un traitenmrépgté (solution saline/solution saline ou
produit/produit) avant l'acquisition et la rétemtianontrera des capacités optimales de
rétention. En revanche, un animal recevant unetrant croisé (solution saline/produit ou
produit/solution saline) montrera un déficit sigeattif dans les parametres de rétention.

Les drogues addictives, a cause de leur potestidbrcant, induisent un état chimique
important dans le cerveau conduisant a une dépeaddrétat chimique. Cet effet est
observable a de faibles doses, inférieures a celegssaires a I'observation des effets

psychostimulant$®

3.2. Résultats

Etude de la dépendance d’état chimique induite feicocaine seule.
La dépendance d’état chimique, provoquée par taine a différentes doses 0,1
(Figure 107) ou a 0.3mg/kg i.p. (Figure 108), ebdia été étudiée. Les souris recoivent :
e Soit un traitement répété solution saline/salinévj\ou cocaine/cocaine lors des
sessions d'acquisition ou de rappel.

e Soit un traitement croisé V/cocaine ou cocaine/V.

Les graphiques « a » et « b » indiquent respeutve: le temps de latence et le rapport
de latences exprimé en log. Le nombre de souris ploaque groupe est représenté sur les

colonnes.

1% Romieu, P.; Lucas, M.; Maurice, Reuropsychopharmacolo@p06 31, 1431-1443c1 receptor and related
neuroactive steroids interfere with the cocainaioet! state of memory.
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Le temps de latence est représenté en ordonnég @ifférents traitements que recoit

la souris lors des sessions d’acquisition et denti&tn en abscisse. Le temps de latence est

représenté par la barre indiguant la médiane etidesx extrémités les écarts interquartiles

(25% et 75%).
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Figure 107 Dépendance d’état chimique de la cocaine a 0,1mg/kg
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Figure 108 Dépendance d’état chimique de la cocaine a 0,3mg/kg

Quand les animaux recoivent des traitements répd présentent un temps de

latence élevé et un ratio des temps de latence,Henmontrant ainsi des performances

mnésiques optimales lors de la session de réterfinrrevanche, quand ils recoivent des

traitements croisés, des diminutions de temps @adas ou des rapports de latences sont
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observées. Les médianes de temps de latencesngenurs a 210s. La cocaine induit donc

une dépendance d'état chimique pour les doseg 0,8mg/kg chez les souris soumises a un
apprentissage d'évitement passif.

Etude de la dépendance d’état chimique induite paucomposé 6 seul.

Le composél0 a ensuite été évalué seul (figure 109) et en cowadtration avec la
cocaine 0,1 (figure 110) et 0,3mg/kg i.p. (figud L
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Figure 109 Dépendance d’état chimique du composé 6 a 0,3mg/kg

Le temps de latence lors des traitements répéwatibn saline/solution saline ou
cocaine/cocaine) atteint une médiane de 200s eemmey Ces valeurs devront étre réévalué
lors d’autres tests. Quand les souris recoiventsahgion saline ou le compo4e (0,3mg/kg
i.p.) en traitement répété (VV duy10) ou croisé (V10 ou 10/V), aucune modification du
temps de latence ou du rapport des latences niestrnee. Cette observation est plus
représentative dans le graphique des rapports etepst de latence. Le composé seul ne
semble pas induire de dépendance d’état chimique.
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Etude de la dépendance d’état chimique induite paicomposé 10 et la cocaine.
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Figure 110 Dépendance d’état chimique du composé 10 + cocaia®,1mg/kg.

Au niveau des rapports de latence, plus représsntan co-administration avec la

cocaine a 0,1mg/kg, les résultats du traitememg&montreraient une baisse significative des

performances mnésiques. Le compd$ksemble perturber I'état chimique induit par la

drogue.
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Figure 111 Dépendance d’état chimique du composé 10 + cocaia®,3mg/kg.

Par contre, en co-administration compd$¥cocaine a 0,3mg/kg, il n'apparait pas

avoir de différence significative des rapports elmps de latence entre les traitements croisés

et les traitements répétés. Une généralisatiookbessrvée avec une dose supérieure de drogue.

La co-administration du composi) avec la cocaine (0,3mg/kg) semble amplifier la

dépendance d’état chimique induite par la droguéese
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3.3. Discussion

La cocaine induit une dépendance d’état chimiguae faible dose (0,1 et 0,3mg/kg).
En effet, un traitement croisé cocaine/solutioninsalou solution saline/cocaine entre
'acquisition et la rétention montre une diminutida la qualité de la mémoire. En revanche
guand lI'animal est entrainé et testé dans le méatalé cocaine, il montre des parametres de
rétention optimale, similaires a ceux traités awee solution saline. Cette dépendance d’état
chimique induite par la cocaine résulte de la mecatibn de I'état chimique du cerveau qui
s’opére a de faible dose (0,1-0,3mg/kg). Tandis Ejugperlocomotion et les propriétés
appétantes sont observées au dose plus forte ald@mdg/kg-*®

En revanche, le compodd, administré seul, ne provoquerait pas d'état chimiq
particulier, il n’interfererait pas avec les comlits d’apprentissages. Néanmoins, en co-
injection avec la cocaine, a 0,3mg/kg, il affedtela dépendance d’état chimique de la
drogue (0,1mg/kg), et généraliserait avec cella-@lus haute dose (0,3mg/kg i.p). Cette
généralisation avec la cocaine 0,3mg/kg, se re¢rqaour d’autres agonistes, testés a

0,1mg/kg, comme l'igmesine et la DHER

4. Conclusion

L'ensemble des résultats des différents tests mnapie les composéss et 68 ne
semblent pas induire d’effets sur la réponse loddoe aigué induite par la cocaine. En
revanche, le compos89 présenterait un profil de type agoniste. D’auteagpériences,
notamment le CPP et I'étude de la sensibilité, nparmettrons d’approfondir ces résultats.

Les deux énantioméres testd$ et 12, présentent un profil de type agoniste. Le
composél0 apparait comme le plus efficace des deux compdtéscilite les effets
psychostimulants et appétants de la cocaine, sairsdeffet injecté seul. De plus, apres une
présensibilisation par une acquisition et une ektm du CPP, une seule injection du
composé provoque une réactivation du CPP. Enfidpse faible, le composé injecté seul
n'affecterait pas les conditions d’apprentissageisvil amplifierait I'état de dépendance
chimique induit par la cocaine. Ces derniers ragifont dans le méme sens que ceux des
tests de locomotion et de CPP. En d’autres tercies;un des trois tests montrent que le
composél0 possede un profil de type agoniste.

Le composé présente, chez la souris, un profitrpheologique idéal pour étre testé

dans une nouvelle thérapie agoniste.

153



ADME

154



ADME

Détermination des caractéristiques physico

chimiques des composeés synthétisés

Parallelement aux études comportementales, nousmisawouhaité évaluer les
potentialités du composi) sous forme de sel d’'oxalate comme médicament@isakealisé
avec la société Cerep un prafilvitro représentatif des propriétés d’Adsorption, Disttiidn,
Métabolisation, Excrétion de ce composé particafiggnt prometteur. Les résultats obtenus

sont présentés dans les tableaux 19, 20 et 21.

1. Etude des propriétés en solution agueuse

Une étude sur les propriétés en solution aquews®rhposd 0 a d’abord été réalisée.
Sa solubilité aqueuse, son coefficient de partiteinson taux de liaison aux protéines
plasmatiques ont ainsi été calculé. Ces paramégiegmettent de connaitre la bonne
biodisponibilité d’'un composé (tableau 19).

Solubilité aqueuse
PBS, pH 7.4 | 198 uM
Coefficient de partition
LogD, n-octanol/PBS, pH 7.4 | 2,12
Liaison aux protéines plasmatiqueghumain), c = 10M
Moyenne de composk lié % 71,8
Moyenne récupérée % 78,2

Tableau 19 Etude des propriétés du composé 10 en solution aqise

Le composd0posséde une bonne biodisponibilité :

» |l présente une excellente solubilité aqueuse &aNI9

* Son coefficient de partition est de 2,12. Ce cogfit permet d’estimer la distribution
d’'un médicament dans l'organisme en renseignantesdegré de lipophilie, facteur
clé pour déterminer le comportemémwvivo de la substance. Il représente le ratio de la
concentration du produit entre deux solvants nosciies : le premier hydrophobe,
généralement l'octanol et l'autre hydrophile, i@ PBS. La concentration est
déterminée par HPLC-UV/VIS. L’octanol est utilisarcses propriétés ressemblent a
celles des couches lipidiques des membranes. @eg®aes simulerait donc I'habilité
de diffusion a travers les membranes. La valeulodD expérimental voisin de 2 du
composé peut étre considérée comme optimale poyvassage de la barriere

hématoencéphalique.

155



ADME

e L’étude de la liaison aux protéines plasmatiquasngé de déterminer la distribution
et l'activité du produit. Seules les molécules ddrnon liées aux protéines, seront
actives sur la cible. Ce taux de liaison est megaé une technique de dialyse
équilibrée. Une solution de plasma et une solutiertampon sont placées de part et
d’autre d’une membrane de dialyse. Apres une pérididncubation, les deux
compartiments sont analysés par LC-MS pour détenmia quantité de produit libre
dans chaque compartiment. Pour notre moléculeal& tle liaison aux protéines
plasmatiques est de 71,8%. Ce taux assez élevguidie faible volume de
distribution qu’aura notre substance dans I'orgaeisDe plus, la moyenne de produit
récupéré, permet de connaitre la validité du testeffet, ce chiffre estime I'erreur
systématique causée par des composés de la memieadmlyse qui pourraient
interférer dans I'analyse. Plus le pourcentageédapération est élevé, moins le taux
d’erreur est important rendant le test plus reprigd. La moyenne de produits

récupérée de 78,2% nous informe de la validitéedt t

2. Etude des propriétés d’absorption intestinale

La perméabilité de la membrane intestinale ennetie composé a été ensuite étudiée
(tableau 17). Ce critere nous informe du taux dgitson de la substance, critere affectant
ainsi la biodisponibilité d'un candidat médicament.

Pour calculer la perméabilité, des cellules TCIbngs des Caco-2) sont utilisées
comme modele d’absorptian vitro. La perméabilité des cellules TC7 est en coraativec
'absorption chez I'humain. Le composé, placé damgampon pH = 6,5, est ajouté du coté
apical de TC7. Un tampon pH = 7,4 est placé du béasblatéral. Le coté apical représente le
lumen intestinal et le c6té basolatéral, le sarg.perméabilité A-B (de I'apical vers le
basolatéral) est ensuite mesurée. Les concentsatibn composé des deux cbtés sont
déterminées par LC-MS at = 0 et a t = 60min. Casuwrs, nous permettent de calculer la

perméabilité apparente entin/s.

Perméabilité A-B (TC7, pH 6.5/7.4), c = ItM
Perméabilité moyenne (f&m/s) 45,7
moyenne récupérée (%) 80

Tableau 20 Etude des propriétés d’absorption intestinale du cmposé 10

156



ADME

La société Cerep a établi une classification deelenéabilité pour ce test par I'étude
de plusieurs produits de référence (labetalol, aoglol, ranitidine et vinblastine) :
« Papp<2.18cm/s la perméabilité est trés faible.
« 2.10%m/s<Papp<20xIftm/s la perméabilité est trés moyenne.
« 20.10°cm/s< Papp, la perméabilité est trés bonne.
Notre composé a une perméabilité de 45;%chds. Ce qui semble indiquer un bon

passage de la barriére intestinale.

3. Etude du métabolisme

Pour finir, la stabilité métabolique et l'inhibitodes cytochromes P450 ont été
évalués (tableau 18).

Afin de déterminer la stabilité métabolique, le @m®eé est placé en présence de
microsomes hépatiques pendant 1h, son pourcentpgaresmt est calculé grace a la
comparaison des aires du pic a la fin de la péribaeubation (60min) et celui at = 0,
mesuré par HPLC.

Un autre critére trés important pour TADME esmntéraction du composé avec les
cytochromes P450. Ces cytochromes (CYP) sont lesipales enzymes qui métabolisent les
médicaments. Par exemple les CYP2D6 métaboliseraiiédépresseurs tricycliques, [gs
bloquants et les molécules anti-arythmiques deseldset les CYP2C9 métabolisent les anti-
inflammatoires non stéroidiens. Si notre compoké@&ou active un cytochrome qui catalyse
une métabolisation d’'un autre médicament, il pespectivement augmenter ou diminuer la
concentration plasmatique du médicament et donduwiosna une toxicité ou une inactivation
du médicament. Pour effectuer ce test, les hép®cyont exposés au compose a trois
concentrations différentes (1, 10 100) pendant deux jours. Aprés les deux jours, Rat#i
des cytochromes est déterminée en utilisant laaB@y7-ethoxycoumarine (CEC) pour le
CYP1A2 et le CYP2C19, le 7-methoxy 4-trifluoromdtbgumarine (MFC) pour le CYP2C9
et le CYP2D6, et enfin la 7-benzyloxy-4-(trifluorethyl)-coumarine (BFC) pour le
CYP3AA4.
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Stabilité métabolique (microsomes du foie, humain), ¢ =20
Moyenne apparente (%) | 15
inhibition CYP1A2 (recombinant, CEC substrate), C ="M
% inhibition | -15
inhibition CYP2C9 (recombinant, MFC substrate),<C10°M
% inhibition [ -1
inhibition CYP2C19 (recombinant, CEC substrate) =CL0°M
% inhibition | 25
inhibition CYP2D6 (recombinant, MFC substrate),=<C10°M
% inhibition | -10
inhibition CYP3A4 (recombinant, BFC substrate), C ="M
% inhibition | 44

Tableau 21 Etude du métabolisme du composé 10.

Notre composé a une faible stabilité métabolidireeffet, quand le composé est placé
en présence de microsomes hépatiques pendant rilposmcentage apparent est de 15%.

D’autre part, il possede de faibles valeurs dition pour la plupart des cytochromes
sauf pour le CYP3A4 dont le pourcentage d’inhilntest de 44%.

Ces cytochromes sont les enzymes hépatiques estiirdles de métabolisation de
phase | les plus abondantes. lls sont responsdelda métabolisation d’environ 50% des
médicaments sur le marché. Les principaux inhibitede ces cytochromes sont les
antibiotiques macrolides (clarithromycine et ergthycine), des agents anti-VIH (ritonavir et
delavirdine), des antidépresseurs (fluoxetine etvadkamine) des inhibiteurs calciques
(verapamil et diltiazem).’®” En association avec ces médicaments, notre composé
provoquerait une interaction médicamenteuse. Aealgsleur inhibition des CYP3A4, ils
ralentiraient I'élimination d’'un des médicaments @tovoqueraient une élévation des

concentrations plasmatiques avec un risque d'effiessirables.

Cette étude montre néanmoins que le comffg#ésente les propriétés d’un candidat

médicament potentiel.

187 Zhou S. FCurr. Drug metab2008 9, 310-322. Drugs behave as substrates, inhibitatsralucers of human
cytochrome P450 3A4.
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La protéinec; est impliquée dans la modulation de neurotransmettdu SNC.
L’étude de cette protéine aurait un intérét pourdgement de la dépendance a la cocaine et
de certaines pathologies comme le désordre psyicuat ou neurologique et pour le
traitement du cancer.

Des études précédentes ont identifié la familleTdeshydantoines comme tres affine
et sélective envers;, notamment le composi. Le but de ce projet est donc d’étudier les
relations structure-activité autour de cette faendfin d’optimiser l'activité et la spécificité
vis a vis du site de liaisasy.

Pour réaliser cette étude de relation structuredtienous avons ciblé deux objectifs :
d’abord, I'évaluation de limpact de la modificatiodu noyau Tic-hydantoine, ensuite,
I'évaluation de I'importance de la modification @echaine latérale. Pour cela six stratégies
de synthéses multiétapes ont été mises au point panduire a la préparation de 39
COMpOSES.

Les analyses de pureté énantiomérique des comd@sél? et 13 ont révelé une
pureté de plus de 98% pour les hydantoib@set 12 et une forme racémique pour la
thiohydantoiné 3.

L’affinité envers o; de la plupart des composés a été évaluée sur elkdes
humaines. Malgré un important travail de synthesede pharmacomodulation, aucun
composeé ne s’est révélé plus affin que les compb8é&s12. Cette structure Tic-hydantoine
apparait optimale dans cette série de molécules.

Néanmoins, les composé$, 13, 66, 68 et 69 ont révélé de tres bonnes affinités et
sélectivités envers;. lls ont donc fait I'objet d’étudem vivo. Ces dernieres n'ont pas été
poursuivies pour le compod& en raison de sa forme racémique. Les compe8&38 et 69
ont été évalués sur la réponse hyperlocomotrice€aigduite par une injection de cocaine.
Seul le composé9 induit un effet, il potentialise I'hyperactivité groquée lors d’'une prise
unique de drogue. D’autres études doivent doncp&toesuivies pour déterminer I'efficacité
de ces produits vis-a-vis des propriétés de laineca

De facon tres intéressante, les compdgest 12 présentent, chez la souris, un profil
de type agoniste. Le proddiD s’avere étre plus efficace a plus faible dose lgueomposé
12. De plus, les études des propriétés ADME de ceposgl0 ont montré gu'il possédait les
propriétés d’'un candidat médicament potentiel. dntne un profil pharmacologique idéal

pour étre testé dans une nouvelle thérapie agoniste
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L’énantiomere10 devra faire I'objet d’études plus poussées, notantnen auto-
administration pour ainsi évaluer ses propriétégdiciides et son effet sur les propriétés

renforgantes induites par la cocaine.

L’étude des relations structure-activité sera paiure notamment en continuant la
modification de la Tic-hydantoine afin de valideette structure. Les collaborations
entreprises permettront I'évaluationvivo des meilleurs composeés.

La structure de la protéin@; étant transmembranaire et donc difficilement
cristallisable, I'étude des relations structurawtet des ligands s’avere difficile. Afin de
poursuivre cette étude, les principaux ligands dEpteurso; et leur affinité ont été
inventoriés pour effectuer une étude sur un mo8Blédéal pouro; et ainsi mettre en valeur

une structure affine de ces récepteurs.
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|. Techniques d’analyse et de purification

1. Chromatographie sur couche mince CCM
Les réactions sont suivies par chromatographieauche mince. Ce sont des plaques

d’aluminium recouvertes d’'une couche de 0,25mm a%geur, d’'un gel de silice 60 BRI
Merck, pouvant étre révélées a I'UV ou a la ninliyel{Solution de ninhydrine 12mL d’acide
acétigue glacial, 400mL de butan-1-ol, 1,2g de ydnime). Grace a ce systeme d’analyse, on
peut connaitre le Rf d’'une molécule. Il s'obtientalculant le rapport de la distance entre la

base et la tache de la molécule sur la distance Enbase et le front de solvant.

2. Chromatographie sur couche épaisse CCE
La purification des produits peut se faire par amtographie sur couche épaisse. Ce

sont des plaques de verre recouvertes d’'une calel®mm d’épaisseur de silice 60,RF
Merck pouvant étre révélées a I'UV. Le produit globtient en I'extrayant de la silice par
une solution de CHCl,/MeOH (8/2).

3. Chromatographie sur colonne
La deuxiéme technique de purification est la chrtographie sur colonne. On utilise

pour cela une silice Macherey-Nagel, de granulométf4 a 0,063mm.

4. Chromatographie sur colonne prépaguée
La purification des produits a aussi été réaliség solonnes prépaquées,

CHROMABOND® Flash chromatography.

5. Chromatographie liguide a haute pression HPLC
Chaque réaction, dont les produits sont visibles P&t étre suivie par HPLC. Les

analyses chromatographiques sont réalisées suppareal Schimadzu avec une colonng C
TSK-GEL Super ODS (2um, 50x4,6mm) ou ung INTERCHIM, UP5C4-25QS et une
détection UV a 215 et 254nm.

Le systeme d’éluant est le suivant : éluant A§%0de TFA dans I'eau milliQ) et
éluant B (acétonitrile 80%, eau milliQ 20%, TFA B%) avec un débit de 1mL.mtn
L’élution des produits s’effectue soit en 10 mirAgg a un gradient linéaire de 0 a 100%
d’éluant B pendant les 7 premiéres minutes, suiwi gllateau d’'une minute a 100% puis un

retour a 0% en 2 minutes, soit en 40 min grace gradient linéaire de 0 a 100% d’éluant B
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pendant les 35 premiéres minutes, suivi d’'un platfane minute a 100% puis un retour a

0% en 2 minutes.

6. Chromatographie HPLC chirale

6.1. HPLC analytique
Les composéso, 12 et 13 ont été analysés par chromatographie sur colonimaleh

Cette analyse est réalisée a 20°C ou 40°C sur ofenre Chiralpack AD (tris-2,5-
diméthylphénylcarbamate, 250x4,6mm I.D.; 10um) &ir&cel OD-H (cellulose tris 3,5-
diméthylphénylcarbamate, 250 x 4,6mm ; 10 pum)sd#ilt un spectrometre a barette de diodes
Waters 996 (Détection a 206 et 266 nm).

L’élution de la phase mobile s'effectue isocratiment en utilisant mélanges

hexane/éthanol ou hexane/propan-2-ol en proportianisbles avec un débit de 1mL.min
Les composés sont dissous dans de I'éthanol aameitration de 0,50mM et passés sur un

filtre de 0,45um avant d’étre injectés (20 uL) densolonne.

6.2. HPLC préparative
Le composél3 a été analysé par chromatographie sur colonnelehitette analyse

est réalisée a 20°C sur une colonne Chiralpack A&i3-Z,5-diméthylphénylcarbamate,
250x4.6 mm 1.D.; 5um) utilisant un spectrometreagrdtte de diodes Waters 996 (Détection a
206 et 266 nm).

L’élution de la phase mobile s'effectue isocratiment en utilisant mélanges
hexane/éthanol 95/5 avec un débit de 1mLmires composés sont dissous dans de I'éthanol
a une concentration de 3 mM et passés sur un @i#reé,45um avant d’'étre injectés (100 pL)

dans la colonne.

7. Electrophorése capillaire EC
Les séparations des compod€s 12, 13 ont été réalisées sur un appareil Beckman

Coulter P/ACE MDQ piloté par un logiciel 32 Kar&@eckman Coulter), comportant :

- un capillaire de silice fondue

- un systeme d’injection hydrodynamique ou éledétréiique

- un détecteur UV-visible a barrette de diode
Différentes cyclodextrines ont été utilisées notanm

- CDs neutres o-CD (Sigma), B-CD (Roquette),y-CD (Fluka)), HPea-CD
(Aldrich), HP{3-CD (Roquette) et HR-CD (Fluka)
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- CDs hautement sulfatées : S=D, HSf3-CD, HSy-CD (Beckman Coulter)
Les conditions opératoires sont les suivantes lettéolyte de séparation est un tampon
phosphate 50mM, pH 2,6 (acide phosphorique a 80tfie¢thanolamine) & 5mM en CD. Les
échantillons analysés comprennent un mélange déentgineslOet12 a 0,2mM et 0, 3mM
respectivement, dans une solution tampon phospb@teM, pH = 2,6 contenant 25 %
d’éthanol ou la thiohydantoir8 a 0,5 mM dans une solution tampon phosphate 50piM,
= 2,6 contenant 25 %.
Les échantillons sont injectés en raison de 0,55%sa I'anode pour les CDs neutres et a la
cathode pour les CDs sulfatées

- Voltage : 20 kV

- Température : 25°C

- Détection a 200 nm

8. Chromatographie liguide couplée a un spectroméegér de masse
LC-MS

Les suivis de réaction sont réalisés aussi par LM systeme LC-MS comprend un

module de séparation Alliance 2695 en interface avespectrometre de masse de type ZQ
équipé d’'une source d’ionisation électrospray BSeus utilisons une colonne XTe®aVS

Ci15 3,5um (2,1x50mm) et une détection UV (waters 2&480duble longueurs d’'onde) a 215 et
254nm.

Le systéme d’éluant est le suivant: éluant A§%0de TFA dans I'eau milliQ) et
éluant B (acétonitrile 80%, eau milliQ 20%, TFA %) avec un débit de 0,3mL.nin
L’élution des produits s’effectue en 15min gracenagradient linéaire de 0 a 100% d’éluant
B pendant les 8 premieres minutes, suivi d’'un platé’'une minute a 100% puis un retour a

0% en 1 minutes.

9. Spectrométrie de masse

9.1. MALDI-TOE
Les spectres de masse des produits obtenus ontéatisés sur un apparell

MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonizationyoyager-DE STR (PerSeptive
Biosystems).

Le MALDI est une méthode d'ionisation, permettatandlyser des molécules de
hautes masses moléculaires (peptides, protéirigenatléotides,...).

Principe de fonctionnement :
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Les molécules a analyser sont mélangées a unétguerportante de matrice (DHB
2,5-dihydroxybenzoique) qui absorbe a la longuénde du laser utilisée, ce qui a pour effet
d'évaporer la matrice, entrainant avec elle I'éillamen phase gazeuse. Les molécules

ionisées de la matrice transférent un proton auécntes de I'échantillon dans la phase ainsi

obtenue.
IRRADIATION
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Une fois que les ions sont formeés, ils sont a&éél et envoyés dans un tube de vol ou
ils volent jusqu'au détecteur. Ainsi les ions ayan¢ masse élevée voleront plus lentement
gue les ions ayant une masse plus faible. Lewéarau bout du tube de vol est détectée par

un multiplicateur d'électrons et enregistrée.

9.2. Spectrométrie de mass ESI-MS
ESI-MS: electrospray ionisation mass spectrometry

Les spectres de masse des produits obtenus oatigtéréalisés grace a une source
d’ionisation électrospray ES+. Pour cette méthéelepode d’ionisation s’effectue a pression
atmosphérique. L’échantillon en solution est intibddans la source d’ionisation du
spectrometre au travers d’'un capillaire métalligBeus I'effet d’'un champ électrique, le
liquide est vaporisé en un fin brouillard de golettes chargées. Le solvant de ces dernieres
est progressivement évaporé par I'azote qui ciréut®ntre courant. Une série de lentilles
placées sous vide permet de focaliser le faiscéansda I'entrée de I'analyseur, ce qui
permet leur détection a I'état gazeux.

10. Polarimétre
Les pouvoirs rotatoires des compos&® et 12 dissous dans du méthanol

(concentration 1mg.nmit) ont été obtenus grace & un polarimétre PerkipElgdl. Le
volume de la cellule et le chemin optique sont eeipement de 1mL et 10cm. Les mesures
ont été réalisées a 28°C.
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11. Résonance magnétigue nucléaire RMN

Les produits sont analysés par RMN. Les spectn¢®t@ effectués sur un appareil
RUCKER DRX 300MHz. Les déplacements chimigdesont donnés en ppm en utilisant le
TMS comme référence, les constantes de couplagetdennées en Hertz. Les abréviations
suivantes ont été utilisées: s = singulet, doabdet, t = triplet, g = quadruplet, quint =
quintuplet, m = multiplet, | = pic élargi. Les pis®nt décrits selon le modéle suivanit :
(nature du massif, nombre de protons, identitépdetons, J).

Le produit a analyser est dissout dans des soldautigrés (CDCI3 DMSO-d6. MeOD...).
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lI. Modes opératoires

I est a noter que les numéros sur les molécukescoarrespondent pas a la

nomenclature mais représente les indications @oRMN.

1. Modification de la structure Tic-hydantoine

1.1. Synthése de I'énantiomére R

N-tert-butoxycarbonyl-3-aminopropanol (5)

13
HO™ " “NHBoc
2

A une solution de 3-aminopropanol (2,66mmol, 0,2pméns 7mL de CKCl, est ajouté du
Boc,O (1,1eq, 638mg). Le milieu est agité une nuit daig avec 2x5mL d’'une solution
agueuse d’acide citrique a 5%, 5mL de solution agesaturée de NaCl. La phase organique
est séchée sur MgQQLe solvant est évaporé pour donner le produéngit suffisamment
pur pour étre utilisé sans purification (442mg).

Aspect huile transparent&endement 95%

CCM (CH,CI,/MeOH: 9/1)Rf = 0,5

Formule brute: CgH:7NOs Masse molaire175,12 g.mot

RMN *H 300MHz (CDC}), 6(ppm): 1,38 (s, 9H, C(CH)3); 1,60 (quint, 2H, b Jo1= Jo5=
6Hz); 3,00 (s large, 1H, OH); 3,22 (t, 2H;,H:..= 6HZz) ; 3,60 (t, 2H, B J3.o= 6Hz) ; 4,76
(s,1H, NH)

RMN *3C 75MHz (CDCH), (ppm): 28,5 (C(GHs)s); 33,0 (G); 36,9 (G); 59,3 (Q)

méthanesulfonate de 3ert-butoxycarbonylaminopropyle (6)

Osz
oSS
4

o1 3
O/\Z/\NHBOC

L’amine 5 (8,7mmol, 1,5g) est dissoute dans 20mL de,@} la TEA (2eq, 2,4mL) est
ajoutée dans le milieu et celui-ci est refroidi°®€ OPuis une solution de MsCI (1,5eq, 1,0mL)
dans 10mL de C}€l, est ajouté goutte a goutte a 0°C. Le milieu e&égmendant 4 heures a
T.A.. Le CHCI; est évaporé et le résidu est repris dans 30mL@OEcLe précipité est filtré.
Le filtrat est lavé avec 2x15mL d’une solution agse d’acide citriqgue a 5%, 2x15mL d’une
solution aqueuse de NaHG@ 5% et 15mL d’'une solution aqueuse saturée del.NaC
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phase organique est séchée sur Mg8Qe solvant évaporé pour donner de produit dtten
suffisamment pur pour étre utilisé sans purificai{a,09g).

Aspect :Huile jaune paleRendement 95%

CCM (CH,CIy/MeOH: 9/1)Rf = 0,9

Formule brute: CoH1gNOsS, Masse molaire253,10 g.mot

RMN *H 300MHz (MeOD),é(ppm) : 1,38 (s, 9H, C(CH)s); 1,87 (quint, 2H, b Jo = Jo3=
6Hz); 2,97 (s, 3H, b); 3,20 (t, 2H, H, J;.,= 6HZz); 4,23 (t, 2H, K Js.,= 6Hz,); 4,70 (s, 1H,
NH)

RMN *3C 75MHz (MeOD),d(ppm) : 28,4 (C(QHs)3); 29,7 (G); 37,0 (G); 37,4 (G); 67,5
(Cs)

N-[3-(benzylméthylamino)propyllcarbamate detert-butyle (7)

5 3 1
©/\T/\2/\NHBOC
4
Le dérivé6 (7,18mmol, 1,82g) est dissout dans 100mL d’ACN.CUEA (4eq, 5,0mL) et la
N-méthylbenzylamine (3eq, 2,8mL) sont ajoutéeseemilieu est agité a 40°C pendant 5
jours. Ensuite le solvant est évaporé et le résaepris dans 50mL d’AcOEt. La phase
organique est lavée avec 2x25mL d’'une solution asgiele NaHC®a 5% et 25mL d’'une
solution aqueuse saturée de NaCl puis séchée s8OMdprés évaporation du solvant, le

produit est purifié par chromatographie sur plagiesilice, éluant C¥Cl,/MeOH : 9/1. Le
composeé est obtenu sous forme d’huile (1,099).

Aspect :Huile jaune paleRendement55%

CCM (CH,CIy/MeOH: 9/1)Rf = 0,4

HPLC (TSK gel, 10min) tr=4,3min ; Rp.c= 93%

Formule brute: C;6H26N202 Masse molaire 278,20 g.md’r, MALDI-TOF : 279,3 [M+H]
RMN *H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 1,45 (s, 9H, C(CH)s); 1,71 (quint, 2H, b Jo.1= Jp.3=
6Hz); 2,20 (s, 3H, b; 2,49 (t, 2H, H, J3.,= 6HZz); 3,20 (t, 2H, K J;,= 6Hz,); 3,52 (s, 2H,
Hs); 5,40 (s, 1H, NH); 7,2-7,3 (m, 5H,.H

RMN *3C 75MHz (CDC}), 6(ppm) : 26,6 (G); 28,6 (C(GH3)s); 40,1 (G); 42,1 (G); 56,0
(Cy); 62,7 (G); 127,4-128,5-129,3 (&)

N-benzyl-N-méthylpropane-1,3-diamine (8)

Sous forme de sel de TFA
1 3 5
THNTTON
CF,CO00"~ 2|
4

Une solution de diaming (1,79mmol, 500mg) dans 10mL d’'un mélange équividuen de
CH.CI/TFA est agitée a T.A. pendant 30 min. La réacésnsuivie en HPLC. Le solvant est
évaporé sur pompe a palette pour donner le pratheihdu suffisamment pur pour étre utilisé
sans purification (319mg).
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Aspect :huile transparente

CCM (CH,CI/MeOH: 9/1)Rf = 0,1

HPLC (TSK gel, 10min) tr=2,7min ; Rp.c= 99%

Formule brute: CyH:gN» Masse molaire 178,28 g.mot, MALDI-TOF :  179,2 [M+H]
RMN 'H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 1,95 (quint, 2H, W, Jo.1= Jo.3= 7Hz); 2,14 (t, 2H, H
Js2= 7THZz); 2,68 (s, 3H, kJ; 3,25 (t, 2H, H, J1>= 7Hz,); 4,32 (s, 2H, §}; 7,2-7,4 (m, 5H,
Haro)

RMN *3C 75MHz (CDCHY), é(ppm) : 25,0 (G); 37,1 (G); 39,1 (G); 53,4 (Q); 60,5 (G);
129,6-130,6-130,8 (£)

ester tert-butyligue de l'acide 2'(R)-[3-(benzylméthylamino)propylcarbamoyl]-3’.4'-
dihydro-1'H-isoquinoléine-2’-carboxylique (9)

4 1 3 5'
:’1\\\‘“\ N/\/\ N
H 2' |
NBoc 2

Une solution composée de Boc-D-TicOH (leq, 496nmtPBt (1,2 eq, 290mg), HBTU
(1,2eq, 814mg) dans 30mL de &H, est agitée pendant 10 min. Une solution de la idi@am
préalablement déprotég8€1,79mmol) et de DIEA (15eq, 4,7mL) dans 15 mLG#&Cl, est
ajoutée et le milieu est agité a T.A. pendant uo#. rLa réaction est arrétée. La phase
organique est lavée avec 3x20mL de solution agudasblaHCQ a 5% et 20mL d’'une
solution aqueuse saturée de NaCl et séchée sur Mg§es évaporation du solvant le
résidu est purifié par chromatographie sur plagiesilice, éluant CyCl,/MeOH : 9/1. Le
composeé est obtenu sous forme d’huile (485mg).

Aspect :Huile jaune paleRendement62%

CCM (CH,CI,/MeOH: 9/1)Rf = 0,6

HPLC (TSK gel, 10min) tr=5,2min ; Rp.c= 93%

Formule brute: Co¢H3gN3O3, Masse molaire 437,59 g.mot, MALDI-TOF :  438,3 [M+H]
RMN *H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 1,4-1,5 (m, 11H, C(Ch)s et Hy); 1,9-2,0 (m, 3H, kl);
2,2-2,3 (m, 2H, H); 2,9-3,0 (m, 2H, H); 3,3-3,4 (M, 4H, Het H;); 4,3-4,6 (m, 3H, Het
Hy); 7,2-7,3 (m, 9H, Haro)

RMN **C 75MHz (CDCH), o(ppm) : 25,9 (G); 28,5 (C(QH3)3); 31,8 (G); 37,3 (G); 45,0
(Cy); 50,5 (G); 54,9 (G); 56;8 (Gogy; 62,1 (G); 126,3-126,9-127,6-128,6-129,4,(

(10aR)-2-[3-(benzylméthylamino)propyl]-10,10a-dihydo-5H-imidazol1,5-
blisoquinoléine -1,3-dione (10)

10
Ha, HB i
10§“‘/< 1 3 5
NN
N\( 2|
5 5 4
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Une solution du composé 9 (1,2mmol, 528mg) dans &tin mélange équivolumique
CH.CI/TFA est agitée a T.A. pendant 30min. La réactisinseivie en HPLC. Elle est arrétée
et le solvant évaporé sur pompe a palette.

Le produit est dissout dans 20mL de THF. La DIEBgd, 3,15mL) est ajoutée et le milieu
agité 10min. Le CDI (3eq, 588mg) est ajouté et Ikem est chauffé a reflux (60-70°C) une
nuit. Le solvant est évaporé. Le produit est epstapris dans 30mL d’AcOEt et la phase
organique est lavée avec 2x15mL de solution aqudasblaHCQ a 5%, 15mL de d’'une
solution aqueuse saturée de NaCl et séchée sur Mg§es évaporation du solvant, le
résidu est purifié par chromatographie sur plagleesilice, éluant CyCl,/MeOH/NH,OH :
9/1/0,1. Le composé est obtenu sous forme d’t§8i16,4mq).

Aspect :Huile jauneRendement87%

CCM (CH,CI/MeOH/NH,OH: 9/1/0,1)Rf = 0,5

HPLC (TSK gel, 10min) tg = 4,5min ; Rpc = 99%, HPLC (C4, 40min): tg = 10,2min ;
PhpLc> 99%

Formule brute C,;H2sN30,, Masse molaire 363,46 g.mot, MALDI-TOF : 364, 2[M+H]'
RMN 'H 300MHz (CDC}), é(ppm): 1,89 (quint, 2H, H, Jo.y' = Jo.g = 7HZ); 2,21 (s, 3H,
Hz); 2,45 (t, 2H, B, Je» = 7THZ); 2,78 (dd, 1H, ks, 2J = 16Hz ,Jip-10a= 12Hz); 3,25 (dd,
1H, H]_oa, ZJ = 16Hz ,J]_og.loa: 4HZ); 3,49 (S, 2H, H); 3,64 (t, 2H, H', J]_'.z' = 7HZ); 4,05
(dd, 1H, Hoa Jioa-1¢ = 12HZ,J10a1a = 4Hz); 4,42 (d, 1H, H %) = 17Hz); 5,03 (d, 1H, H2J
= 17Hz); 7,1-7,2 (m, 9H, &)

RMN °C 75MHz (CDCHh), 6(ppm) : 25,7 (G); 30,8 (Go); 37,1 (G); 41,6 (G); 41,9 (G);
54,4 (G); 54,5 (Gog; 62,3 (G); 126,6-126,8-127,1-127,3-128,0-128,9-129,44C

ester tert-butyligue de [I'acide 2'(S)-[3-(benzyliméthylamino)popylcarbamoyl]-3’,4’-
dihydro-1'H-isoquinoléine-2’-carboxylique (11)

Une solution composée de Boc-L-TicOH (leq, 1,48mmalmg), HOBt (1,2 eq, 241mg),
HBTU (1,2eq, 675mg) dans 30mL de &Hp est agitée pendant 10 min. Une solution de
diamine déprotégée (leq, 264mg), DIEA (15eq, 3,9mL) dans 15 mL de,Chlest ajoutée

et le milieu est agité a T.A. pendant une nuitréaction est arrétée, la phase organique lavée
avec 3x20mL d’une solution aqueuse de NaH@O5% et 1x20mL de solution agueuse
saturée de NaCl et séchée sur MgS&pres évaporation du solvant le résidu est pupfar
chromatographie sur plaques de silice, éluanyGI}#MeOH : 9/1. Le composé est obtenu
sous forme d’huile (576mg).

Aspect :Huile jaune paleRendement89%

CCM (CH,CI,/MeOH: 9/1)Rf = 0,6

HPLC (TSK gel, 10min) tr=5,2min ; Rp.c= 90%

Formule brute: Co¢H3gN303, Masse molaire 437,59 g.mot, MALDI-TOF :  438,3 [M+H]
RMN *H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 1,4-1,5 (m, 11H, C(Cks et Hy); 1,9-2,0 (m, 3H, k);
2,2-2,3 (m, 2H, H); 2,9-3,0 (m, 2H, H); 3,3-3,4 (m, 4H, Het H;); 4,3-4,6 (M, 3H, Het
Hy); 7,2-7,3 (m, 9H, Haro)
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RMN *C 75MHz (CDC}), é(ppm) : 25,9 (G); 28,5 (C(GHs)3); 31,8 (G); 37,3 (G'); 45,0
(C1); 50,5 (G); 54,9 (G); 568 (Goy; 62,1 (G); 126,3-126,9-127,6-128,6-129,4,($

(10aS)-2-[3-(benzylméthylamino)propyl]-10,10a-dihymb-5H-imidazo[1,5-blisoquinoléine
-1,3-dione (12)

10
Ha, ,HB O .
4 10a 1 3

5.
N N/\/\ll\‘/\©
2.

Une solution du composé 11 (0,85mmol, 370mg) dank 8’'un mélange équivolumique
CH.CI/TFA est agitée a T.A. pendant 30min. La réactisinseivie en HPLC. Elle est arrétée
et le solvant évaporé sur pompe a palette.

Le produit est dissout dans 20mL de THF. La DIEBgd, 2,22mL) est ajoutée et le milieu
agité 10min. Le CDI (3eq, 413mg) est ajouté et Ikem est chauffé a reflux (60-70°C) une
nuit. Le solvant est évaporé. Le produit est epstapris dans 30mL d’AcOEt et la phase
organique est lavée avec 2x15mL de solution aquedes®laHCQ a 5% et 1x15mL de
solution aqueuse saturée de NaCl, séchée sur Mg§oes évaporation du solvant le résidu
est purifié par chromatographie sur plaques dessiéluant CkCIl./AcOEt/MeOH : 7/2,5/0,5.
Le composé est obtenu sous forme d’huile (179mg).

Aspect :Huile jaune Rendement58%

CCM (CH,CIy/MeOH: 95/5)Rf = 0,5

HPLC (TSK gel, 10min} tg = 4,5min ; Rpc = 99%, HPLC (C4, 40min): tg = 10,2min ;
PhpLc= 99%

Formule brute: C,;H2sN30,, Masse molaire363,46 g.mot, MALDI-TOF : 364, 1[M+H]'
RMN *H 300MHz (CDC}), é(ppm): 1,89 (quint, 2H, K, Jy.1 = Jo.z = 7HzZ); 2,21 (s, 3H,
Hz); 2,45 (t, 2H, H, Jz» = THz); 2,78 (dd, 1H, iy, 2J = 16Hz,J10p.10a= 12HZ); 3,25 (dd,
1H, Higy, 2 = 16HZ,J100-10a= 4Hz); 3,49 (s, 2H, K); 3,64 (t, 2H, H, Ji.» = 7Hz); 4,05 (dd,
1H, Hioa 'JlOa-l(lB: lZHZ,JlOa.l@(: 4HZ); 4,42 (d, 1H, K 2J = 17HZ); 5,03 (d, 1H, H ZJ =
17Hz); 7,1-7,2 (m, 9H, kb

RMN 3C 75MHz (CDCY), 6(ppm) : 25,7 (G); 30,8 (Go); 37,1 (G); 41,6 (G); 41,9 (G);
54,4 (G); 54,5 (Goy); 62,3 (G); 126,6-126,8-127,1-127,3-128,0-128,9-129,44C

1.2. Synthése du dérivé thiohydantoine

i
N\X<N/\/\T/\©
S
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2-[3-(benzylméthylamino)-propyl]-3-thioxo-2,3,10,18-tétrahydro-5H-imidazo[1,5-
blisoguinoléine-1-one (13)

10 ;)

10a 1 3 5'

I N/\/\T

o
Une solution du composél (0,84mmol, 366mg) dans 8mL d'un mélange équivotrai
CH.CI/TFA est agitée a T.A. pendant 30min. La réactisinseivie en HPLC. Elle est arrétée
et le solvant évaporé sur pompe a palette.
Le produit est ensuite dissout dans 20mL de THFDLEA (15eq, 2,18mL) est ajoutée et le
milieu agité 10min. Le thioCDI (3eq, 447mg) estufoet le milieu est chauffé a reflux (60-
70°C) une nuit. Le solvant est évapore. Le résgtieasuite repris dans 30mL d’AcOEt et la
phase organique lavée avec 2x15mL de solution aguda NaHC@a 5% et 1x15mL de
solution aqueuse saturée de NaCl et séchée sur Mg§es évaporation du solvant, le
résidu est purifié par chromatographie sur plagleesilice, éluant CyCl,/MeOH/NH,OH :
9/1/0,1. Le composé est obtenu sous forme d’h8BenQ).

Aspect :huile jaunge Rendement 26%

CCM (CH.CIy/MeOH : 95/5)Rf = 0,4

HPLC (TSK gel, 10min)tr = 5,3min; RpL.c= 90%

HPLC (C4, 40min):tr = 19,4min; Bp.c= 90%

Formule brute: C,,H2sN30S, Masse molaire379,53 g.mot, MALDI-TOF :  380,2[M+H]"
RMN *H 300MHz (CDCE), (ppm) : 1,94 (quint, 2H, K, Jo.3 = Jo.p = 7Hz); 2,19 (s, 3H,
Ha); 2,46 (t, 2H, H, J3. = 7Hz); 2,81 (dd, 1H, i, 2J= 15Hz, Ji0-10a= 12Hz); 3,26 (dd,
1H, Hlo, ZJ = 15HZ,J10.10a: 5HZ); 3,48 (S, 2H, |5'|); 3,96 (t, 2H, H', 'Jl’-2’ = 7HZ); 4,12 (dd,
1H, Hioa J10a16512Hz, Ji0a10= 5Hz); 4,60 (d, 1H, § 20 = 17Hz) ;5,48 (d, 1H, H? =
17Hz) ; 7,1-7,3 (m, 9H, k&)

RMN *3C 75MHz (CDCH4), (ppm) : 25,5 (G) ; 30,9 (Go) ; 40,2 (G) ; 42,2 (G) ; 46,1

(Cs) ; 54,8 (G) ; 57,5 (Go9 ; 62,4 (G) ; 125,3-126,9-127,0-127,5-127,7-128,3-129,2-129,4
(Caro)

1.3. Synthése de I'analogue ouvert
(o]
/

/WNMT@

o]

N-tert-butoxycarbonyl-N-méthylphénylalanine (14)

O

3
2
©/\HL0H
/NBoc
4

La N-Boc-L-phénylalanine (3.77mmol, 1,0g) est digsodans 65mL de THF anhydre sous
argon. Le NaH (4eq, 362mg) et I'iodométhane (4e84®L) sont ajoutés a 0°C. Le milieu
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est agité a 0°C pendant 1h puis a T.A. une nuit. 8,0 sont ajoutés goutte a goutte. Puis

le solvant est évapore, le résidu est ensuiteggjams 200mL d’éther, la phase organique est
lavée avec 1x100mL de solution aqueuse de NafHC®%. La phase aqueuse est acidifiée
jusqu'a pH = 3 et extraite avec 2x100mL d’AcOEt. phase organique est séchée sur
MgSO,. Aprés évaporation du solvant le résidu est gupfir chromatographie sur plagues de

silice, éluant CHCIl,/MeOH : 9/1. Le composé est obtenu sous de solatel{589mg).

Aspect :solide blancRendement 56%

CCM (Cyclhoexane/AcOEL:7/Rf = 0,6

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 5,9min, Bp.c= 95%

Formule brute: CisH2:NO,, Masse molaire279.15 g.mot

RMN 'H 300MHz (CDCE), é(ppm) : 1,39 (s, 9H, C(CH)s) ; 2,75 (s, 3H, W) ; 3,2-3,3 (m,
2H, Hy) ; 4,6-4,7 (m, 1H, B); 7,1-7,2 (m, 5H, H).

RMN *3C 75MHz (CDCH4), (ppm) : 29,3 (C(CH)s) ; 34,4 (G) ; 36,3 (G) ; 63,1 (G) ; 126,8-
129,1-130,1 (G0

estertert-butylique de I'acide {1-[3-(benzylméthylamino)propycarbamoyl]-2-
phényléthyliméthylcarbamique (15)

3 o) 1 3 4
2
N TN
H o 2
/NBoc 5

4

Une solution du compos#4 (1eq, 114mg), HOBt (1,2 eq, 66mg), HBTU (1,2eq6rh8)
dans 8mL de CKCl, est agitée pendant 10 min. Une solution de diandiégrotégeed
(0,41mmol), DIEA (15eq, 1,1mL) dans 8 mL de £H est ajoutée et le milieu est agité a
T.A. pendant une nuit. Le milieu réactionnel estlavec 2x10mL de solution aqueuse de
NaHCG;a 5% et 1x10mL de solution aqueuse saturée de Ma@lhase organique est séchée
sur MgSQ. Apres évaporation du solvant, le résidu est punflar chromatographie sur
plagues de silice, éluant GEI,/MeOH : 95/5. Le composé est obtenu sous formeotides
blanc (50mg).

Aspect :solide blancRendement 28%

CCM (CH,CIy/MeOH: 95/5)Rf = 0,3

HPLC (TSK gel,10min) tr = 2,5min RPp.c= 96%

Formule brute: C,gH3/N3Os, Masse molaire439,60 g.mot; MALDI-TOF :  440,5[M+H]'
RMN *H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 1,30 (s, 9H, C(Ch)3); 1,60 (m, 2H, H); 2,16 (s, 3H,
Hs); 2,35 (t, 2H, H, J3. = 6Hz); 2,68 (s, 3H, B; 2,72 (m, 2H, H); 3,22 (m, 2H, H); 4,43
(m, 2H, Hy); 4,67 (m, 1H, Hby); 7,2-7,3 (m, 10H, Haro).

RMN *3C 75MHz (CDC}), 6(ppm) : 27,4 (G) ; 29,0 (C(CH)3) ; 31,7 (G) ; 35,2 (G) ; 39,8
(Cs) ;54,5 (G) ;62,2 (G) ;62,5 (G); 127,2-127,5-128,4-128,8-129,3-129, Z.{C
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(S)-5-benzyl-3-[3-(benzylméthylamino)propyl]-1-métllimidazolidine-2,4-dione (16)

3

2 ? r 3 2

I N/YT@
S S
Une solution du composks (0,96mmol, 324mg) dans 8mL d’'un mélange équivotpraide
CH.CI/TFA est agitée a T.A. pendant 30 min. La réacesh suivie en HPLC. Elle est
arrétée et le solvant évaporé sur pompe a palette.
Le résidu est repris dans 15mL de THF. La DIEA&sutée et le milieu est agité 10min a
T.A.. Puis CDI (3eq, 156mg) est ajouté et le mile=i agité une nuit a reflux 60-70°C. Le
solvant est ensuite évaporeé. Le résidu est repnis d0mL d’AcOEt. La phase organique est
lavée avec 20mL de solution aqueuse de NapH&6% et 20mL de solution aqueuse saturée
de NaCl et séchée sur MgpQAprés évaporation du solvant le résidu est purgar
chromatographie sur plaques de silice, éluant AA@&EDH/NH,OH : 9/1/0,05. Le composé
est obtenu sous forme d’huile (126mg).

Aspect :huile jauneRendement 36%

CCM (AcOEt/MeOH : 96/4Rf = 0,3

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,3min ; Bp.c= 84%

HPLC (C4, 40min) :tr = 21,8min ; Bp.c= 97%

Formule brute: C,,H27N30,, Masse molaire365,48 g.mot, MALDI-TOF :  366,3 [M+H]
RMN *H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 1,50 (quint, 2H, ki, Jr.1 = Jr.g = 7THZ) ; 2,11 (s, 3H,
Hs) ; 2,24 (t, 2H, B, J3.2 = 7THZz) ; 2,94 (s, 3H, i} ; 3,15 (m, 2H, B Js;.2= 4Hz) ; 3,42 (m,
4H, Hy et Hy) ; 4,07 (t, 1H, H, Jo.3= 4Hz) ; 7,22 (M, 5H, Ko

RMN **C 75MHz (CDCH4), 8(ppm) : 26,5 (G) ; 29,8 (G) ; 35,1 (G) ; 37,1 (G) ; 41,8 (G) ;
54,5 (G); 62,2 (G); 62,5 (G) ; 127,2-127,5-128,4-128,8-129,3-129,%4C

1.4. Synthése du dérivé tétraline

O

3-benzylaminopropan-1-ol (17)

1 3 4
HO/\/\N/\©
2 H
Le 3-amino-1-propanol (2,66mmol, 0,20mL) et le @déhyde (1eq, 0,271mL) sont dissous
dans 5mL de MeOH. Le milieu est agité 15min a Tpis il est refroidi a 0°C. NaBH1eq,
100,6mg) est ajouté par petites portions. Le migstiagité a T.A. pendant 2h. 5mL d®
sont ajoutées, le solvant est ensuite évaporé.sApxéraction de la phase aqueuse avec
2x20mL de CHCI,, les phases organiques sont rassemblées et sécinddgSQ. Le solvant

est évaporé et le résidu est purifié par chromafige sur plaques de silice, éluant
CH.Cl,/MeOH/NH,OH : 95/5/0,2. Le produit est obtenu sous formeuitéh(324mg).
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Aspect :huile jaunerendement 90%

CCM (CH.CIl/MeOH/NH,OH: 94,8/5/0,2 Rf =0,3

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 2,6min ; Rp.c = 97%

Formule brute C,oH1sNO, Masse molaire:165,24 g.mot, MALDI-TOF :  166,1[M+H]"
RMN 'H 300MHz (CDC}), d(ppm) : 1,73 (quint, 2H, K Jo.1= 3= 5,5) ; 2,89 (t, 2H, b
J3.2=5,5Hz) ; 2,97 (I, 2H, OH, NH) ; 3,79 (s, 2H4)H3,81 (t, 2H, H, J.»= 5,5Hz); 7,2-7,3
(M, Hary)

RMN *°C 75MHz (CDC}), 6(ppm) :30,5 (G) ; 49,2 (G) ; 53,8 (G) ; 64,2 (G); 127,1-128,0-
128,4 (G

3-(benzylméthylamino)propan-1-ol (18)

O/\/\N/\©

Le composél7 (1,98mmol, 328mg) est dissous dans 5mL de DMIE® (1,2eq, 328mg)
est ajouté et le milieu est agité 1h a T.A. sounoaphére. Puis I'iodométhane (1,1eq,
0,108mL) est ajouté et le milieu est agité une.n@dmL d’HO sont ajoutés, le solvant est
ensuite évaporé. Aprés extraction de la phase aquavec 2x40mL d’AcOEt, les phases
organiques sont rassemblées et séchées sur Mg8Golvant est évaporé et le résidu est
purifié par chromatographie sur plagues de sikteant CHCIl,/MeOH : 8,5/1,5. Le produit
est obtenu sous forme d’huile (163mg).

Aspect :huile transparenteendement 46%

CCM (CH,CIy/MeOH: 95/5)Rf = 0,2

HPLC (TSK gel, 10min)tr = 2,6min; Rp.c= 98%

Formule brute Cy;H1/NO, Masse molaire:179,26 g.mot, MALDI-TOF : 180,1[M+HT
RMN *H 300MHz (CDCE), é(ppm) : 1,74 (quint, 2H, K Jo.1 = Jo.3= 5,7Hz) ; 2,22 (s, 3H,
Hs); 2,62 (t, 2H, H, Js»= 5,7Hz) ; 3,51 (s, 2H, £} 3,75 (t, 2H, H, J1..= 5,7Hz); 4,93 (s, 1H,
OH); 7,2-7,3 (m, Hy)

RMN 3C 75MHz (CDC}), é(ppm) : 27,8 (G) ; 41,8 (G); 57,4 (G) ; 62,7 (G) ; 64,1 (G);
127,2-128,3-129,0 (%)

acide (2)-3-[3-(benzylméthylamino)propylcarbamovyllaryligue (19)
0
1' 3 5'
2 N/\/\N
| H 2
1 OH 4

La diamine8 (0,96mmol, 373mg) est dissoute dans 2mL de THIEA (2eq, 0,33mL) est
ajoutée et le milieu est agité 10min a T.A.. L'adhge maléique (1,2eq, 113mg) est ajouté et
le milieu est agité 1 nuit a T.A.. Le solvant estagoré, le résidu purifié par flash
chromatographie, éluant : (GHHCOMNH,OH : 9/1. Le composé est obtenu sous forme d’huile
(228mg).
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Aspect :huile jaungRendement 86%

CCM ((CH3).CO/NH,OH : 9/1)Rf = 0,3

HPLC (TSK gel, 10min)tr = 2,9min; Rp.c = 97%

Formule brute: CysH20N203, Masse molaire276,34 g.mot, MALDI-TOF : 277, 1[M+H]'
RMN *H 300MHz (CDCE), (ppm) : 1,86 (quint, 2H, K, Jo.3 = Jo.p = 7Hz); 2,17 (s, 3H,
Hy); 2,74 (t, 2H, H, J3.»» = 7THZ); 3,35 (t, 2H, H, Ji»» = 7HZ); 3,75 (s, 2H, K); 5,88 (d,
2H, Hy, Jo.1 = 12 Hz); 6,25 (d, 2H, ¥ J1» = 12 Hz); 7,3-7,4 (m, 5H, &); 10,11 (s, 1H,
OH).

RMN **C 75MHz (CDC}), o(ppm) : 27,2 (G); 32,2 (G)); 40,6 (G); 56,9 (G); 63,5
(Cs); 130,9-131,3-132,4-138,2 {( C, et G).

1-[3-(benzylméthylamino)-propyllpyrrole-2,5-dione @0)

Voie A, essai 1 : précurseur anhydride maléigue

L’'acide 19 (0,79mmol, 218mg) est dissout dans un melange awdiéque glacial-anhydride
d’acide (2-1mL). Le milieu est agité a 50°C soun@dphere d’azote pendant 24h. Le solvant
est évaporé. Le résidu est purifié par chromatdgeasur plague de silice, éluant:
CH.Cl,/MeOH : 95/5. Le produit est obtenu sous forme #h(82mg).Rendement 40%.

Voie A, essai 2 : précurseur anhydride maléigue

La diamine8 (2,09mmol, 373mg) est dissoute dans 4mL d’acidéqe glacial. L’anhydride
maléique (1,2eq, 245,9mg) est ajouté et le milgwcbauffé a 50°C sous atmosphere d’azote
pendant 12h. Le solvant est évaporé. Le residpwesié par flash chromatographie, éluant :
CH.Cl,/MeOH : 9/1. Le produit est obtenu sous forme dé(@l72mg).Rendement 32%.

Voie A, essai 3 : précurseur anhydride maléigue

L’anhydride maléique (2,83mmol, 277,8mg) est dissdans 6mL de Cil, préalablement
séché sur tamis moléculaire 3A. Une solution diidenine libre8 (1eqg, 505mg) dans 7mL de
CH.Cl, est ajoutée goutte a goutte. Le milieu est agiieA pendant 1h. Le solvant est
évaporé. Puis le résidu repris dans 10mL d’ACN. tiiéthylamine (leq, 0,394mL) est
ajoutée. Puis une solution de TMS-CI (2,83mmol5918L), dans 5mL d’ACN est ajoutée
goutte a gouttd.e solvant est évapore et le résidu purifié pashflahromatographie, éluant :
cyclohexane/AcOEt : 8/2. Le produit est obtenu sfuume d’huile (183mg)Rendement :
25%.

Voie B : précurseur maléimide

PPh (1,11mmol, 293mg) est dissout dans 8mL de THFnileu est refroidi & -78°C. DIAD
(1eq, 218mg) est ajouté goutte a goutte, la saolufievient jaune. Le milieu est agité 5min.
L’aminoalcool 18 (1eq, 200mg) dissout dans 1mL de THF est ajoutétg@ goutte pendant
une période de 3min. Le néopentylalcool (0,5eq, g}est ajouté en une portion suivit par le
maléimide (1eq, 108mg). Puis le milieu est autoéigévenir a T.A.. Il est agité une nuit. Le
solvant est évaporé. Le résidu est purifié pahfletsromatographie, éluant toluene /AcOEt :
4/6. Le produit est obtenu sous forme d’huile (9hRgndement 33%.
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Aspect :huile jaungRendement (1) 33% (2) 25% (3) 32% (4) 40%

CCM (CH.CI,/MeOH : 95/5)Rf = 0,3

HPLC (TSK gel, 10min)tr = 3,4min; Rpc = 94%

Formule brute: CysH18N»0,, Masse molaire258,32 g.mot, MALDI-TOF : 259, 1[M+H]'
RMN *H 300MHz (CDCE), (ppm) : 1,79 (quint, 2H, K, Jo.3 = Jo.p = 7Hz); 2,16 (s, 3H,
Hs); 2,39 (t, 2H, H, J3.2 = 7THZz); 3,46 (s, 2H, Kl); 3,58 (t, 2H, H,  J.» = 7HZz); 6,65 (s,
2H, Hy et Hp); 7,2-7,3 (M, 5H, Ko

RMN *3C 75MHz (CDCH4), (ppm) : 26,4 (G) ; 36,4 (G) ; 42,1 (G) ; 54,7 (G) ; 62,5 (G)
127,2-128,4-129,3 (f&); 134,3 (G et G)

oxyde de benzdl][1,2]oxathiane (21)

Une solution de rongalite (2eq, 343mg) dans 2mIDNE- est agitée avec kgo'dichloro-o-
xyléne (1,14mmol, 200mg) et le TBAB (0,2eq, 73,5mgJ.A. pendant 48h. 20mL d29
sont ajoutés. Le solide est enlevé par filtratiars pe filtrat est extrait avec 3x10mL d’éther.
Les phases organiques sont réunies et séchée s@M@prés évaporation du solvant, le
résidu est purifié par chromatographie sur plagieesilice, éluant AcOEt/cyclohexane : 6/4.
Le produit est obtenu sous forme d’huile (149mg).

Aspect :huile transparentd&Rendement 78%

CCM (CH,Cl,) Rf = 0,4

HPLC (TSK gel, 10min)tr = 3,7min; RpLc = 98%

Formule brute: CgHgO,S, Masse molaire:168,22 g.mot

RMN 'H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 3,66 (d, 1H, H, 23 = 15Hz); 4,52 (d, 1H, b 2 =
15Hz); 5,03 (d, 1H, I 2 = 14Hz); 5,33 (d, 1H, H2J = 14Hz); 7,2-7,5 (m, 4H, &)

RMN **C 75MHz (CDCH4), (ppm) :58,0 (G) ; 65,6 (G) ; 127,5-129,7-130,4-131,6 {Q

2-éthyl-3a,4,9,9a-tétrahydrobenzd]isoindole-1,3-dione (22)

10 o
10a 1'
N/\ o
ba
5 o]

Le sultine21 (0,81mmol, 136mg) est dissout dans 10mL de toluéreeN-éthylmaleimide
(1,2eq, 121mg) est ajouté et le milieu est agitésssimosphére d’'azote a reflux pendant 24h.
Apres évaporation du solvant, le résidu est pupéé chromatographie sur plaques de silice,
éluant CHCI, 100%. Le produit est obtenu sous forme d’huilen{§2

Aspect :huile transpareni&kendement 28%
CCM (AcOEt/Cyclohexane : 5/%f = 0,7

HPLC (TSK gel, 10min)tr = 5,1min; Rpc = 97%
HPLC (C4, 40min):tr = 10,6min; Bp .c= 98%
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Formule brute: C14H1sNO,, Masse molaire229,28 g.md’r MALDI-TOF : 230,1[M+H]
RMN *H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 0,71 (t, 3H, H:, J».1 = 7THz); 2,88 (m, 2H, Het Hy );
3,13 (dd, 2H, H et Hig, J5.55= J10-10a= 3HZ,2J = 11HZ); 3,2-3,3 (m, 2H, Het |_|]_03); 3,26 (q,
2H, Hy, J12 = 7THZ); 7,1-7,3 (m, 4H, k)

RMN *3C 75MHz (CDC}), 6(ppm) :12,7 (G) ; 29,9 (Go et G) ; 40,1 (Goaet Gs) ; 54,8
(Cs) ;57,5 (Gog ; 127,4-127,9 (6o

2-[3-(benzylméthylamino)-propyl]-3a,4,9,9a-tétrahydobenzofflisoindole-1,3-dione (23)

10
Ha :HB 0

5
Ly
5

Le sultine21 (0,59mmol, 100mg) est dissout dans 10mL de tolueaenaléimide20 (1,2eq,
183mg) est ajouté et le milieu est agité sous gim&re d'azote a reflux pendant 24h. Apres
évaporation du solvant, le résidu est purifié gaomatographie sur plaques de silice, éluant
CH.CI,/AcOEt /MeOH : 6/4,5/0,5. Le produit est obtenuséwrme d’huile (132mg).

Aspect :huile transpareni&kendement 62%

CCM (CH.CI,/MeOH : 95/5)Rf = 0,5

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 5,0min ; Rp.c= 98%

HPLC (C4, 40min) :tr = 11,2min ; Bp.c= 98%

Formule brute: C,3H26N-0,, Masse molaire362,48 g.mot, MALDI-TOF : 363,2[M+H]
RMN H 300MHz (CDC}), o(ppm) : 1,33 (g, 2H, K, Jo.g = Jo1 = 7HZ); 1,95 (s, 3H, ki);
1,96 (t, 2H, H, J3.» = 7Hz); 2,88 (M, 2H, kp et Hi, 2)= 14Hz); 3,13 (m, 2H, kK et Hig,
2J= 14Hz); 3,1-3,2 (M, 2H, Het Hioy; 3,24 (s, 2H, H); 3,34 (t, 2H, H, Jy.» = THZ); 7,1-
7,3 (M, 9H, Ho

RMN *C 75MHz (CDC}), 6(ppm) :24,8 (G) ; 29,6 (Goet G) ; 36,8 (G) ; 39,8 (Gaet
Ci09 ;41,4 (G) ;54,0 (G); 61,2 (G);126,8-127,2-127,7-128,0-128,94F

1.5. Déplacement de I'atome d’azote sur le noyau té trahydroisoquinoléine
o)

OSsasas

o

pyridine-2,3-dicarboxylate de diméthyl (24)
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La pyridine (5,98mmol, 1g) est partiellement digsowlans 4mL de MeOH. L’acide
sulfurique (0,4mL) est ajouté a 0°C. Puis le milest porté a reflux pendant 24h. La pyridine
se dissout completement. Le solvant est évaporé poe solution aqueuse saturée de
NaHCGQO; est ajoutée jusqu’'a pH basique. La phase aguestsexéraite avec 2x40mL
d’AcOEt. La phase organique est ensuite lavée @@aeL d’H,O puis séchée sur Mg30
Aprées évaporation du solvant, le résidu est utdiesés purification (786mg).

Aspect :huile transpareni&kendement 67%

CCM (CHCI,/MeOH : 9/1)Rf = 0,9

HPLC (TSK gel, 10min)tr = 3,5min; Rp.c= 98%

Formule brute: CsHgNO,, Masse molaire:195,18 g.mot, MALDI-TOF :  196,1[M+H]'
RMN *H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 3,96 (s, 3H, Wdns); 4,01 (s, 3H, Kya); 7,51 (dd, 1H, i,
Js.4= 8Hz,J5.6= 5Hz); 8,18 (dd, 1H, K Js5= 8Hz,J4.6= 2Hz,); 8,77 (dd, 1H, K Js-5 = 5Hz,
Je-a= 2HZ)

RMN *3C 75MHz (CDC}), 6(ppm) :52,9-53,1 (Goows ; 124,8 (G) ; 137,2 (G) ; 151,5 (G)

2.3-bis(hydroxyméthyl)pyridine (25)

L’ester 24 (3,18mmol, 621mg) est dissout dans 10mL d’EtOHohbdNaBH, (5eq, 601mgQ)
est ajouté par petites portions a 0°C. Puis leemikst porté a reflux et agité pendant 24h.
4mL d’EtOH sont ajoutés a la solution encore chaude résidu insoluble est filtré. Le
solvant du filtrat est évaporé. Le résidu est pargpar flash chromatographie, éluant
CH,CIl/MeOH/NH,OH : 95/5/0,15. Le composé est obtenu sous fortneild’ (283mg).

Aspect :huile transpareni&kendement 64%

CCM ((CH3),CO/NH,OH : 95/5)Rf = 0,7

HPLC (TSK gel, 10min)tr = 0,8min; Rp .c>99%

Formule brute: C;HsNO,, Masse molaire:139,16 g.mot

RMN 'H 300MHz (MeOD),s(ppm) : 4,68 (s, 2H, H); 4,77 (s, 2H, H); 7,25 (dd, 1H, K
Js.4= 8Hz,Js.6= 5Hz); 7,75 (dd, 1H, i J45= 8Hz,J,6= 1HZ); 8,46 (dd, 1H, k Js.5s= 5Hz,
J6-4:lHZ)

RMN **C 75MHz (MeOD),é(ppm) : 61,1 (G) ; 62,3 (G ; 122,7 (G) ; 133,5 (G); 135,8
(Cq) ; 147,1 (G); 156,5 (G)

2.3-bis(chlorométhyl)pyridine (26)

4 2
3
5| X cl
_ cl
6 N2
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Le dialcool25 (1,98mmol, 275mg) est dissout dans 2mL de,@H Le chlorure de thionyl
(1,5mL) est ajouté a O°C. Puis le milieu est chaaff75°C sous atmosphére d’azote pendant
3h. Le solvant est évaporé. Une solution aqueuseésade NaHC®est ajouté goutte a
goutte (15mL). La phase aqueuse est extraite ax@@n2L d’AcOEt. La phase organique est
lavée avec 30mL d'une solution aqueuse saturée al@l Mt séchée sur Mg3OAprées
évaporation du solvant, le résidu est purifié plaromatographie sur colonne prépaquée,
éluant Cyclohexane/AcOEt : 9/1. Le composé estmbsaus forme d’huile (230mg).

Aspect :huile marronRendement 66%

CCM (AcOEt)Rf=10,8

HPLC (TSK gel, 10min)tr = 4,2min; Rp.c= 96%

Formule brute: C;H,CI,N, Masse molaire:176,05 g.mot

RMN *H 300MHz (CDCE), 6(ppm) : 4,75 (s, 2H, H); 4,84 (s, 2H, H); 7,31 (dd, 1H, K Js.
4= 8Hz,J56=5Hz); 7,77 (dd, 1H, i J4.5s= 8Hz,J,.6= 2Hz,); 8,56 (dd, 1H, k} Js.s= 5Hz, Js.
4= 2HZ,)

RMN *3C 75MHz (CDC4), é(ppm) : 41,9 (G) ; 44,3 (G) ; 124,1 (G) ; 132,3 (G) ; 138,6
(Cq) ; 149,4 (G) ; 154,9 ()

pyridine-3.4-dicarboxylate de diméthyl (27)

La pyridine (5,98mmol, 1g) est partiellement digsowans 4mL de MeOH. L’acide
sulfurique (0,4mL) est ajouté a 0°C. Puis le milest porté a reflux pendant 4 jours. La
pyridine se dissout complétement. Le solvant egpéré puis une solution agueuse saturée de
NaHCG; est ajouté jusqu’a pH basique. La phase aquetisxteaite avec 2x40mL d’AcOEt.

La phase organique est ensuite lavée avec 20mkLQd’plis séchée sur MgQQAprés
évaporation du solvant, le résidu est utilisé gangication (604mg).

Aspect :huile transpareni&kendement 52%

CCM (CHCI,/MeOH : 9/1)Rf = 0,9

HPLC (TSK gel, 10min)tr = 3,7min; Rp.c= 96%

Formule brute: CaHgNO,, Masse molaire195,18 g.mot, MALDI-TOF :  196,1 [M+H]
RMN *H 300MHz (CDC}), o(ppm) : 3,95 et 3,96 (2s, 2x3H,dd3); 7,51 (d, 1H, H, Js6=
5Hz); 8,84 (d, 1H, & Js.s = 5Hz); 9,07 (s, 1H, b}

RMN *C 75MHz (CDC4), é(ppm) : 53,2-53,2 (Goowme ; 121,8 (Q); 125,0 (G); 140,4 (G);
150,57 (@) ; 153,0 (G); 165,7 (C=0); 166,8 (C=0);

3,4-bis(hydroxyméthyl)pyridine (28)
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L’ester27 (3,04mmol, 593mg) est dissout dans 10mL d’EtOHbRbsNaBH, (5eq, 575,3mQ)
est ajouté par petites portions a 0°C. Puis leemnifst porté a reflux et il est agité pendant
24h. 4mL d’EtOH sont ajoutés a la solution encdraude. Le résidu insoluble est filtré. Le
fillrat est évaporé. Le résidu est purifié par Hlaschromatographie, éluant
CH.Cl,/MeOH/NH,OH : 9/1/0,15. Le composé est obtenu sous formesal@e blanc
(208mg).

Aspect :solide blancRendement 49%

CCM ((CH3),CO/NH,OH : 9/1)Rf=0,8

HPLC (TSK gel, 10min)itr = 0,8min; RpLc>99%

Formule brute: C;HsNO,, Masse molaire:139,16 g.mot

RMN *H 300MHz (MeOD),é(ppm) : 4,67 (s, 2H, H); 4,77 (s, 2H, H); 7,56 (d, 1H, H, Js.6
= 5Hz); 8,44 (d, 1H, k] Js.5= 5Hz); 8,45 (s, 1H, b}

RMN **C 75MHz (MeOD),s(ppm) : 61,3 (G) ; 61,9 (G); 123,5 (G) ; 136,3 (G); 149,7
(C2) ; 150,5 (G) 152,7 (GQ)

3,4-bis(chlorométhypyridine (29)

Le dialcool28 (1,40mmol, 195mg) est dissout dans 2mL de,CH Le chorure de thionyl
(1,5mL) est ajouté a O°C. Puis le milieu est chaaff75°C sous atmosphére d’azote pendant
3h. Le solvant est évaporé. Une solution aqueuseésade NaHC®est ajouté goutte a
goutte (15mL). La phase aqueuse est extraite ax@@n2L d’AcOEt. La phase organique est
lavée avec 30mL d'une solution aqueuse saturée al@l Mt séchée sur Mg3OAprées
évaporation du solvant, le résidu est purifié plaromatographie sur colonne prépaquée,
éluant Cyclohexane/AcOEt : 9/1. Le composé estmbswus forme d’huile (73mg).

Aspect :huile marronRendement 30%

CCM (AcOEt)Rf=0,8

HPLC (TSK gel, 10min)tr = 3,6min; Rp.c= 97%

Formule brute: C;H-CI,N, Masse molaire:176,05 g.mot

RMN *H 300MHz (MeOD),d(ppm) : 4,72 et 4,73 (2s, 2x2H,:Het Hy); 7,39 (d, 1H, H, Js.6
=5Hz); 8,61 (s, 1H, bJ; 8,62 (d, 1H, H, Js.5s= 5HZ)

RMN **C 75MHz (MeOD)s(ppm) :40,0 et 40,1 (C et G) ; 124,3 (G) ; 150,9 (G et G)

1.6. Remplacement du noyau quinoléine par une pyrid ine
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6-[3-(benzylméthylamino)propyllpyrrolo[3,4-blpyridine-5,7-dione (30)

4 O
1 3 4'
37X
2 N\ 2|
o 5

Dans un montage Dean Stark, I'amine liBr@®,76mmol, 135mg) est dissoute dans du toluéne
(5mL). L’'APTS (0,05eq, 9,5mg) et la pyridine-2,3:diboxylique anhydride (1eq, 113mg)
sont ajoutés et le milieu est chauffé a 110°C pehdae nuit. La phase organique est lavée
avec 1x10mL de solution aqueuse de NaH@®% puis séchée sur MgsQe solvant est
évaporé, le résidu est purifié par chromatograpbig plagues de silice, éluant:
AcOEt/cyclohexane : 9/1. Le produit est obtenu douwe d’huile (68mg).

Aspect :huile transparent&kendement 29%

CCM (AcOEt/Cyclo : 9/1Rf=0,5

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 3,3min ; Bp.c= 99%

HPLC (C4, 40min) :tr = 9,8min ; Bp.c= 99%

Formule brute: CigH1oN30,, Masse molaire309,37 g.mot, MALDI-TOF :  310,1[M+H]"
RMN *H 300MHz (CDCE), 6(ppm) : 1,99 (quint, 2H, K, Jo.3 = Jo.p = 7Hz); 2,27 (s, 3H,
Hs); 2,60 (t, 2H, H, J3» = 7Hz); 3,59 (s, 2H, K); 3,83 (t, 2H, H, J3.» = 7Hz); 7,1-7,3 (m,
5H, Haro); 7,61 (dd, 1H, |3|, J3.4: 7HZ,J3_4: 5HZ); 8,15 (dd, 1H, HJ4_3: 7HZ,J4_2: lHZ);
8,97 (dd, 1H, K, J,.3= 5Hz,J,.4= 1HZz)

RMN **C 75MHz (CDC}), o(ppm): 25,8 (G); 36,6 (G); 41,5 (G); 54,4 (G); 61,9
(Cy); 127,4 (Q) ; 128,6-128,8-129,6 (&) ; 131,3 (G) ; 155,3 (G)

2-[3-(benzylméthylamino)propyllpyrrolo[3,4-clpyridine-1,3-dione (31)

R
3 X
| N TN
N~ 2 |
1 0 5'

Dans un montage Dean Stark, I'amine liBr@®,73mmol, 129mg) est dissoute dans du toluéne
(5mL). L’'APTS (0,05eq, 6,9mgq) et la pyridine-3,4diboxylique anhydride (1eq, 108mg)
sont ajoutés et le milieu est chauffé a 110°C pehdae nuit. La phase organique est lavée
avec 1x10mL de solution aqueuse de NaH@®% puis séchée sur MgsQe solvant est
évaporé, le résidu est purifié par chromatograpbig plagues de silice, éluant:
AcOEt/cyclohexane : 9/1. Le produit est obtenu douse d’huile (7mg).

Aspect :huile transparent&kendement 3%

CCM (CH.CI,/MeOH : 95/5)Rf = 0,7

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 3,3min ; Bp .c= 95%

HPLC (C4, 40min) :tr = 9,4min ; Bp.c= 96%

Formule brute: CygH1oN30,, Masse molaire309,37 g.mot, MALDI-TOF :  310,09[M+H]
RMN *H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 1,89 (quint, 2H, K, Jr.3 = Jo.1- = 7THZ); 2,16 (s, 3H,
Hs); 2,45 (t, 2H, H, J3.» = 7THz); 3,46 (s, 2H, K)); 3,79 (t, 2H, H, J3.» = 7THz); 7,1-7,2 (m,
5H, Hao); 7,74 (dd, 1H, K Js.3= 5Hz,Js1= 1Hz); 9,06 (d, 1H, & Js.a= 5Hz); 9,13 (d, 1H,
Hq, Ji4= 1HZ)
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RMN **C 75MHz (CDC}), o(ppm) : 26,4 (G); 37,1 (G); 42,2 (G); 54,9 (G); 62,6
(Cs) ; 117,3 (G) ; 127,3-128,5-129,3 (&) ; 144,9 (G) ; 155,9 (G)

2. Modification de la chaine latérale

2.1. Fonctionalisation du groupement phényle

A une solution en suspension de L-TicOH (3,8mm68rig) dans 60mL de DMF est ajouté
lisocyanate de potassium (2eq, 612mg). Le milist éauffé a 70°C pendant 2h. Une
solution aqueuse d'HCI a 35% est ajoutée goutteuttg jusqu'a pH = 1. Le milieu est
chauffé a 70°C pendant 2h. Puis le solvant estareape résidu est repris dans 50mL de
CH.Cl,. La phase organique est lavée avec 1x30mL deisolatjueuse de NaHG@ 5%.
Puis la phase aqueuse est extraite par 3x50mL dgCleH es phases organiques sont
rassemblées puis séchées sur Mg3@rés évaporation du solvant, le résidu est gupar
chromatographie sur plaques de silice, éluant@#MeOH : 95/5. Le produit est obtenu
sous forme d’un solide blanc (537mg).

Aspect :solide blancRendement 70%

CCM (CH,CIly/MeOH: 9/1)Rf = 0,7

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,1min ; Rp.c= 95%

Formule brute: Cy1H:0N20,, Masse molaire202,07 g.mot MALDI-TOF :  203,05[M+H]
RMN *H 300MHz (DMSO),dé(ppm) : 2,85 (dd, 1H, kb, 2J = 15Hz,J1g0-10a= 12HZ); 3,11
(dd, 1H, H.Oﬁ, 2\] = 15HZ,Jloﬁ_10a= 5HZ); 4,19 (dd, 1H, s Jioa-16. = 12HZ,\]10a_1qB = 5HZ) ;
4,31 (d, 1H, H, 2] = 17Hz) ; 4,78 (d, 1H, t,:IzJ = 17Hz); 7,2-7,3 (m, 4H, ), 10,93 (s, 1H,
NH)

RMN *°C 75MHz (CDC}), 6(ppm) :30,3 (Go) ; 41,6 (G) ; 56,1 (Goa ; 127,9-129,9 (Go)

(S)-10,10a-dihydro-%1-oxazolo[3.4blisoquinoléine-1,3-dione (33)

Hal0HB O
"L 10a

(0]
N\(
o}

Le produit50 (3,6mmol, 500mg) est dissout dans 7mL de,Clkl Le milieu est refroidi a
0°C et PC{ (1,3eq, 0,41mL) est ajouté et le milieu est agité T.A.. Le solvant est évaporé
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et le solide blanc lavé a I'hexane sur fritté. lreduit attendu est suffisamment pur pour étre
utilisé sans purification (731mg).

Aspect :solide blancRendement quantitatif

CCM (CH,CIy/MeOH: 95/5)Rf = 0,7

Formule brute Ci;HgNOs, Masse molaire203,20 g.mot

RMN *H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 3,1-3,2 (m, 2H, k) ; 4,46 (d, 1H, K, % = 16Hz) ; 4,62
(dd, 1H, Hoa Ji0a-10. = llHZ J]_Oa.]_qg = 5HZ) 14,78 (d, 1H, H 2J = 16HZ) 0 7,2-7,3 (m, 4H,
Haro)

RMN *3C 75MHz (CDC}), o(ppm) : 31,8 (Go) ; 45,3 (G) ; 57,1 (Goa; 130,0-130,4-131,0-
132,3 (Grd

N-(3-aminopropyl)carbamate detert-butyle (34)

3 1
H,N > NHBoc
2

Le 1,3-aminopropane (7eq, 12,0mL) est dissout daessolution de 200mL de CHCUne
solution de BogO (20,3mmol, 4,37g) dans 100mL de ChKI€$t ajoutée goutte a goutte a 0°C
pendant une apres midi. Puis le milieu est agitéAa pendant une nuit. Le milieu réactionnel
est ensuite lavé avec 4x100mL de solution aqueatseée de NaCl et 1x100mL &:8. La
phase organique est séchée sur Mg3@® solvant est évaporé sur pompe a membrane puis
sur pompe a palette pour évaporer le reste d’amipapme pour donner le produit attendu
suffisamment pur pour étre utilisé sans purificai{d,329).

Aspect :huile blanchatreRendement 94%

CCM (CHCI,/MeOH: 8/2)Rf = 0,4

Formule brute CgH1gN-O,, Masse molairel74,24 g.md’r

RMN *H 300MHz (CDCB), o(ppm) : 1,38 (s, 9H, C(CH)3) ; 1,55 (quint, 2H, b Jo.1 = Jo3=
6,6Hz) ; 2,70 (t, 2H, & J3..= 6,6Hz) ; 3,14 (q, 2H, HJ1.= 6,5Hz) ; 4,85 (s, 1H, NH)
RMN 13C 75MHz (CDC¥), o(ppm) : 28,6 (C(CHa)3) ; 33,6 (G) ; 38,6 (G) ; 39,9 (G)

N-{3-[((S)-1,2.3.4-tétrahydroisoquinoline-3-carbomolamino]propyllcarbamate de tert-

butyle (35)

o)
svHa, 4 Féﬁ 3 1
' H/\Z/\NHBOC

2
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3
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La diamine34 (1,3eq, 268mg) est dissoute dans 12mL de@@Hanhydre. L’anhydrid&3
(2,2mmol, 240mg) et la DIEA (2eq, 0,4mL) sont agmitLa réaction est mise sous & le
milieu est agité a T.A. une nuit. Aprés évaporatthn solvant, le résidu est purifié par
chromatographie sur plaque de silice, éluant ;@HELOH : 9/1. Le produit est obtenu sous
forme d’un solide blanc (243mg).

Aspect: solide blancRendement 61%
CCM (AcOEVEtOH: 9/1)Rf =0,3
HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,2min ; Bp .c= 90%
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Formule brute: CigH,7N3Os, Masse molaire333,20 g.mot, MALDI-TOF :  334,3 [M+H]'
RMN *H 300MHz (CDC}), (ppm) :1,36 (s, 9H, C(CH)s) ; 1,57 (quint, 2H, K, Jo-3 = Jo.1-
= 7Hz) ; 2,67 (dd, 1H, K, 2J = 16Hz,J4.3= 5Hz) ; 3,04 (g, 2H, K Js.» = 6Hz) ; 3,11 (dd,
1H, Hyg %) = 16Hz,d453 = 10HZ) ; 3,26 (q, 2H, b, J1» = 6Hz) ; 3,49 (dd, 1H, K Js43 =
10Hz, J3.4, = 5Hz) ; 3,94 (m, 2H, B; 4,99 (t, 1H, NHBoc) ; 6,97 (m, 1H,sH ; 7,0-7,1 (m,
3H, H», Hz» et H;) ; 7,38 (t, 1H, NHCO)

RMN *3C 75MHz (CDC}), 6(ppm) : 28,6 (C(GHs)3) ; 30,3 (G) ; 31,3 (G) ; 36,0 (G) ; 37,4
(Cs) ;47,6 (Q) ;56,6 (G); 125,8 (G); 126,0-126,4-126,8-129,3 {C C3» et )

N-[3-((S)-1,3-diox0-1,5,10.10a-tétrahydroimidazo[1-Blisoquinolin-2-
vDpropyllcarbamate de tert-butyle (36)

10
Ho HB O
4 10a 3 1'
N~ > NHBoc

N 2'

<
Le produit35 (0,37mmol, 124mg) est dissout dans 10mL de THFDLEA (5eq, 0,3mL) est
ajoutée et le milieu est agité 10min a T.A. PUi€I& (3eq, 181mg) est ajouté et le milieu est
chauffé a 70°C pendant 24h. Le solvant est évaparéésidu est ensuite repris dans 20mL
d’AcOEt, la phase organique lavée avec 10mL detisolaqueuse de NaHG@ 5% et 10mL
de solution aqueuse saturée de NaCl, puis séchddégS0,. Aprés évaporation du solvant le
résidu est purifié par chromatographie sur plagiessilice, éluant CkCl,/MeOH : 95/5. Le
produit est obtenu sous forme d’un solide blan@g).

Aspect :solide blancRendement77%

CCM (CH,CI,/MeOH: 9/1)Rf = 0,8

HPLC (TSK gel,10min) tr = 5,9min ; Bp.c=77%

Formule brute: CygH2sN304, Masse molaire359,18 g.mot, MALDI-TOF : 360,2 [M+H]
RMN *H 300MHz (CDC}), (ppm) : 1,37 (s, 9H, C(CH)s) ; 1,75 (quint, 2H, b, o1 = Jp.z
= 6Hz) ; 2,77 (dd, 1H, K, 2 = 15Hz,J1u.20a= 11Hz) ; 3,06 (q, 2H, H Ji.» = 6Hz) ; 3,21
(dd, 1H, H_oﬁ,zJ = 15HZ,Jloﬁ.10a: 5HZ) ; 3,58 (t, 2H, b‘l, J3'.2' = 6HZ) ; 4,04 (dd, 1H, ﬂa,JlOa-
100 = 11HZ,J10a-1¢ = 5HZ) ; 4,36 (d, 1H, K 2) = 17Hz) ; 4,96 (d, 1H, K% = 17Hz) ; 5,09 (t,
1H, NH); 7,1-7,2 (m, 4H, o).

RMN **C 75MHz (CDCH4), 6(ppm) : 28,6 (C(Hs)s) ; 29,1 (G) ; 31,1 (Go) ; 36,0 (G) ; 37,3
(Cr) ;41,8 (G) ;54,9 (Gog ; 126,7-127,3-127,4-129,5 {Q

(S)-2-{3-[(4-fluorobenzyl)méthylamino]propyl}-10,1G-dihydro-5H-imidazol[1,5-
blisoguinoléine-1,3-dione (37)

gHa, HB O . .
8 “Lioa J| 1 3 5 6'
N/\/\ N 7I
7 N\( 2' |
6 4 g F
5 o) 9 g

Le compose&l0 (0,56mmol, 169mggst dissout dans un mélange acétone/HCI a 37%mil8/2
La réaction est agitée 1h a T.A.. Le solvant estpéw€, le résidu repris dans 20mL de
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CH.Cl,. La phase organique est lavée avec 2x10mL dei@olatjueuse saturée de NaHCO
puis séchée sur MgQ(L'aldéhyde ainsi obtenu quantitativement esisgisans purification.
Celui-ci (1,1eq, 0,56mmol) est dissout dans 15mL,QH L'amine44 (0,51mmol, 71mg) est
ajoutée et le milieu agité 15min a T.A.. Puis I&BN&#OACc); (5eq, 540mg) et I'acide acétique
glacial (2eq, 0,01mL)yont ajoutés. Le milieu est agité 1 nuit & T.A.mBOde solution
agueuse de NaHG(OM sont ajoutés. La phase aqueuse est extrait8¥3@mL de CHCl..
Les phases organiques sont réunies et séchéeggSM M e solvant est évaporé, le résidu est
purifié par chromatographie sur plaques de sikteant CHCIl,/MeOH 95/5. Le produit est
obtenu sous forme d’huile (87mg).

Aspect :huile jauneRendement 41%

CCM (CH.CIy/MeOH : 95/5)Rf = 0,6

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,5min; Rp.c=98%

HPLC (C4, 40min) :tr = 21,9min ; Bp.c= 98%

Formule brute: C,oH24FN3O,, Masse molaire 381,18 g.mO’r, MALDI-TOF : 382,3 [M+H]
RMN *H 300MHz (CDCE), 6(ppm) : 1,86 (quint, 2H, K, Jo.1 = Jpg = 7THZ); 2,16 (S, 3H,
Hy); 2,42 (t 2H, B, Jap = 7H2); 2,76 (dd, 1H, b, 2] = 15Hz,J100.10a= 12Hz); 3,24 (dd,
1H, Higg, 2J = 15Hz Jloﬁ 10a= BHZ); 3,43 (s, 2H, K); 3,6-3,7 (m, 2H, H); 4,05 (dd, 1H, kb,
Jioa-10 = 12Hz,J10a-1¢ = 5Hz); 4,41 (d, 1H, K 2)= 17Hz); 5,02 (d, 1H, K2 = 17Hz); 6,9-
70(m 2H, H‘Hg,J76 =Jrp=Jgog =Jgr= 8,7Hz,J78 —27HZ) 7173(m 6H, H
He, Hg, Hy, Hg €t Hp)

RMN *3C 75MHz (CDC}), 6(ppm) : 25,8 (G'); 30,8 (Go); 37,1 (G); 41,6 (G); 41,8 (C);
54,5 (Gog); 54,6 (G); 61,5 (G); 114,7-115,0 (@ et G, r= 21HZz); 126,6-130,5 (& Co,
Ce, C7, G et )

(S)-2-[3-(N-cyclohexylN-méthylaminopropyl]-10,10a-dihydro-5H-imidazo[1,5-
blisoquinoléine-1,3-diong(38)

gHal0Hg O
8 10a

(80902 0¢)

5

Le composé40 (1,09mmol, 329mglest dissout dans un mélange acétone/HCl a 37% :
36/4mL. La réaction est agitée 1h a T.A.. Le sdest évaporé, le résidu repris dans 40mL
de CHCIl,. La phase organique est lavée avec 2x20mL dei@olaqueuse saturée de
NaHCG; puis séchée sur MgQOL'aldéhyde ainsi obtenu quantitativement estigéilsans
purification. Celui-ci (1,1eq, 1,09mmol) est dissodans 20mL CbkCl,. L’amine 45
(0,99mmol, 126mg) est ajoutée et le milieu agiténitba T.A.. Puis le NaBH(OAg)(5€eq,
1,059) et I'acide acétique glacial (1eq, 0,057majtsajoutés. Le milieu est agité 1 nuit a
T.A.. 20mL de solution aqueuse de NaHCIM sont ajoutés. La phase agueuse est extraite
par 3x30mL CHCI,. Les phases organiques sont réunies et sechéklgySy. Le solvant est
évaporé, le résidu est purifié par chromatographreplaques de silice éluant g,/MeOH
95/5. Le produit est obtenu sous forme d’un sdiidac (149mg).

Aspect :solide blancRendement 37%
CCM (CH.CIy/MeOH : 95/5)Rf =0,4
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HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,9min ; Rp.c= 97%

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 19,4min ; Bp.c = 91%

Formule brute: C,oH31N3O,, Masse molaire 369,24g.mo‘f, MALDI-TOF : 370,2 [M+H]
RMN *H 300MHz (CDC¥), 6(ppm) :0,8-0,9 (m, 2H, H,); 1,1-1,2 (m, 3H, Haet Hyy); 1,4-
1,5 (m, 1H, H4); 1,7-1,9 (m, 7H, He, Hge Hoe et H) ; 2,10 (d, 2H, B, Js.¢ = 7HZ) ; 2,19
(s, 3H, H); 2,38 (t, 2H, H, J3.»» = 7THZ) ; 2,84 (dd, 1H, H,, 2 = 16Hz, J100-10a= 12Hz);
3,27 (dd, 1H, Hby, 2J =16Hz,Ji5-10a= 5Hz); 3,61 (t, 2H, H, J-» = 7Hz); 4,08 (dd, 1H, K
J10a16 = 12HZ Jyoa1¢ = SHZ); 4,42 (d, 1H, K 2] = 17Hz) ; 5,02 (d, 1H, H2= 17Hz) ; 7,2-
7,3 (m, 4H, H,o).

RMN 3C 75MHz (CDC¥), o(ppm) : 25,7 et 26,0 (& et &) ; 30,8 (Go) ; 31,7 (G) ; 35,6
(Ce); 37,2(GQ) ;41,5 (G) 42,5 (G) ; 54,6 (God ;55,5 (G) 64,7 (&) ; 125,3-129,4 (&)

ester tert-butiligue de I'acide (S)-3-carbamoyl-3,4ihydro-1H-isoquinoline-2-

carboxyligue (39)
(0]
208
NH2
N (@]
g
(@]

Une solution de Boc-L-Tic-OH (5,28mmol, 1,46g), HO@,2eq, 928mg), HBTU (1,2eq,
2,60g) dans 40mL de DMF est agitée 15min a T.A.sPume solution de chlorure
d’ammonium (5eq, 1,41g), DIEA (3eq, 276mL) dans LOe DMF est ajoutée et le milieu
est agité a T.A. pendant 3h. La réaction est s@ni&lPLC. Le solvant est évaporé. Le résidu
est repris dans 40mL de @El,. La phase organique est lavée avec 3x20mL d’uhgico
agueuse de NaHG®% et 1x20mL d’'une solution aqueuse saturée de aGEchée sur
MgSO,. Apres évaporation du solvant, le résidu est guphr chromatographie sur plaques
de silice, éluant CkCl,/MeOH : 8/2. Le produit est obtenu sous forme daamtide blanc
(992mg).

Aspect :solide blancRendement 68%

CCM (CH,CI,/MeOH: 8/2)Rf = 0,6

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,9min ; Bp c= 84%

Formule brute: CysH20N-O3, Masse molaire276,34 g.mdt,

RMN *H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 1,43 (s, 9H, C(CH)s) ; 3,06-3,07 (m, 2H, k) ; 4,5-4,6
(m, 3H, H) 4,8-4,90 (m, 1H, b ; 7,1-7,2 (M, 4H, K

RMN *3C 75MHz (CDCH4), (ppm) : 28,4 (C(GH3)s) ; 31,6 (G) ; 45,1 (G) ; 57,0 (G) ; 125,5-
126,2-127,0-127,5 ()

(S)-2-(2-[1,3]dioxolan-2-yl-éthyl)-10,10a-dihydro-B-imidazo[1,5blisoquinoléine-1,3-
dione (40)
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Le composé3d2 (0,74mmol, 150mg) est dissout dans 15mL de DMF.chkebonate de

potassium (leq, 102mg) est ajouté et la réactian aggée 20min a T.A. Puis, le
bromoéthyldioxolane (1,1eq, 0,095mL) est ajoutke ehilieu est chauffé a 70°C une nuit. Le
solvant évaporé. Le résidu est purifié par chrograehie sur plagues de silice, éluant
Cyclohexane/AcOEt : 3/7. Le produit est obtenu doume d’un solide blanc (156mg).

Aspect :solide blancRendement 70%

CCM (Cyclohexane/AcOEt : 3/Rf = 0,6

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,8min ; RpL.c= 92%

Formule brute: CygH18N204, Masse molaire302,12 g.mot, MALDI-TOF :  303,1[M+H]'
RMN *H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 2,0-2,1 (m, 2H, B) ; 3,24 (dd, 1H, by, Jigw-10a=
16Hz,2J = 12Hz) ; 3,72 (dd, 1H, g, Jiop-10a= 5Hz,%) = 12Hz) ; 3,6-3,7 (m, 2H, Hi; 3,8-
3,9 (M, 4H, Het Hy) ; 4,06 (dd, 1H, hba Jiow-10a= 12H, dop-10a= 5HZ) ; 4,42 (d, 1H, ) =
16Hz) ; 4,95 (t, 1H, b Js.o= 4Hz) ; 5,02 (d, 1H, k) = 16Hz) 7,2-7,3 (M, 4H, k)

RMN **C 75MHz (CDC}), d(ppm): 30,7 (Go); 31,7 (G); 34,1 (G); 41,7 (G) ; 54,7
(Ci09 ; 64,9 (GetC); 102,8 (G) ; 126,7-127,2-127,4-129,5 4Q

3-((S)-1,3-dioxo-1,5,10,10a-tétrahydroimidazo[1.blisoquinoléin-2-yl)-propionaldéhyde
(41)

HGELO HB O e}

A /l\/u\
N N 5 H3

2

o]

Le composé40 (1,09mmol, 329mglest dissout dans un mélange acétone/HCl a 37% :
36/4mL. La réaction est agitée 1h a T.A.. Le sdest évapore, le résidu repris dans 40mL
de CHCIl,. La phase organique est lavée avec 2x20mL dei@olaqueuse saturée de
NaHCG; puis séchée sur MgQOL’aldéhyde ainsi obtenu quantitativement estigéilsans
purification.

Aspect :huile transparent&endement guantitatif

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 3,9min ; Bp.c= 99%

Formule brute: Ci4H14N»0g, Masse molaire258,28 g.mot

RMN *H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 2,0-2,1 (m, 2H, B ; 2,85 (dd, 1H, by, Jigw-10a=
16Hz,2J = 12Hz) ; 3,27 (dd, 1H, s, dip-10a= 5Hz,2J = 12Hz) ; 3,9-4,0 (m, 2H, f)i; 4,08
(dd, 1H, H.Oa JlOa-lOa: 12H, \10[3.103: 5HZ) ; 4,42 (d, 1H, l:;] ZJ = 16HZ) ; 5,02 (t, 1H, HJG-Z
= 4Hz) ; 5,02 (d, 1H, 2= 16Hz); 7,2-7,3 (M, 4H, &); 9,80 (t, 1H, H, J3-»= 1,2Hz)

N-(4-fluorobenzyl)carbamate detert-butyle (42)

2 7

3
/J::::T/A\NHBOC
F 6

5

La fluorobenzylamine (2,4mmol, 300mg) est dissalges 10mL de CyCl,. Une solution de
Boc,O (1,1eq, 575mg) dans 5mL de &Hb est ajoutée a 0°C. La réaction est agitée une nuit
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a T.A.. La réaction est arrétée. La phase orgaregtuéavée avec 2x5mL de solution aqueuse
d’acide citrique a 5%, 1x5mL de solution aqueugaréa de NaCl et séchée sur MgS0e
solvant est évaporé pour donner le produit attenidisé sans purification (465mg).

Aspect :solide blancRendement 86%

CCM (AcOEt/Cyclohexane : 3/Rf = 0,4

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 6,3min ; Rp.c= 91%

Formule brute: Cy;H:¢FNO,, Masse molaire225,12g.mot

RMN'H 300MHz (CDCE), 6(ppm) : 1,46 (s, 9H, C(CH)s); 4,27 (d, 2H, H, Jrnn = 6HZ) ;
4,8-4,9 (m, 1H, NH) 1 6,9-7,0 (m, 2H3ldt Hs, Js56= Js5.p= J3o= J3g= 8,7Hz,J53= 3HZ);
7,2-7,3 (m, 2H, Het H,)

RMN *3C 75MHz (CDCHY), é(ppm) : 28,4 (C(GHs)s) ; 43,9 (G); 1153 (Get G, kr =
21,4Hz) ; 129,1 (get Gs, or= 7,5H2)

N-cyclohexylméhylcarbamate deert-butyle (43)

Ha
1 5 _NHBoc
He
He 3 |2
4He Ha

Ha

La cyclohexaméthylamine (3mmol, 339mg) est dissdates 10mL de C¥Cl,. Une solution

de BoeO (1,1eq, 720mg) dans 5mL de &M est ajoutée a 0°C. La réaction est agitée une
nuit & T.A.. La réaction est arrétée. La phaseroqge est lavée avec 2x10mL de solution
agueuse d’acide citrique a 5%, 1x10mL de solutignease saturée de NaCl et séchée sur
MgSQO,. Le solvant est évaporé pour donner le produigndi utilisé sans purification
(639mg).

Aspect :huile Rendement guantitatif

CCM (AcOEt/MeOH : 96/4Rf =0,9

Formule brute: CysH2aNO,, Masse molaire213,17g.mof

RMN*H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 0,9-1,0 (m, 2H, k): 1,2-1,3 (m, 3H, Kk et Hy) ; 1.3
1,4 (m, 10H, C(Ch); et Hy); 1,6-1,8 (m, 5H, bk Hoe et Hso) ; 2,95 (t, 2H, H, Js.1a =
6,3Hz) ; 4,56 (s, 1H, NH).

RMN *°C 75MHz (CDC}), 6(ppm) : 25,9 (G) ; 26,4 (G) ; 28,5 (C(Gs)3) ; 30,7 (G) ; 38,4
(C1) 46,9 (G).

N-(4-fluorobenzyl)-N-méthyl-carbamate detert-butyle (44)

3
o
F 6 8
5

Le produit42 (1,99mmol, 450mg) est dissout dans 10mL de DMFydreh Du NaH (60% de

dispersion, 4eq, 320mg) est ajouté a 0°C. La r@aast agitée pendant 1h a T.A.. Puis du
Mel (4eq, 0.497mL) est ajouté et la réaction egtad?4h a T.A.. 20mL d’eau sont rajoutées
et le solvant est évaporé. Le milieu est extrait4a0OmL d’AcOEt. Les phases organiques
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sont rassemblées et séchées sur Mg3® solvant est évaporé et le résidu purifié par
chromatographie sur plaque de silice, éluant Cyotahe/AcOEt : 8/2. Le produit est obtenu
sous forme d’huile (266mg).

Aspect :huile,Rendement 56%

Formule brute: CysH:sFNO,, Masse molaire 239,13g.mot

CCM (AcOEt/Cyclohexane : 2/&f = 0,6

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 7,2min ; Bp .c= 85%

RMN *H 300MHz (CDCE), 6(ppm) : 1,46 (s, 9H, C(CH)s) ; 2,80 (s, 3H, i) ; 4,38 (s, 2H,
H7) 1 6,9-7,1 (m, 2H, Het Hs, J5.6= J5.p= J3.0= J3g= 8,7HZz,J5.3= 3HZ) 0 7,2-7,3 (m, 2H, H
et Hs, Jo.5=Jo.3=8,7HZ, d.r= B = 5,7HZ).

RMN *C 75MHz (CDC}), 6(ppm) : 28,3 (C(GHs)s) ; 33,7 (G) ; 51,9 (G) ; 115,3 (Get G,
Jor=21,3Hz) ; 128,9 (get G).

N-cyclohexylméthylN-méthyl-carbamate detert-butyle (45)

Ha |
1 5 _NBoc
He
He 3 |2
4Hne Ha

Ha

Le produit43 (3mmol, 639mg) est dissout dans 20mL de DMF ardaybu NaH (60% de
dispersion, 4eq, 320mg) est ajouté a 0°C. La réaast agitée pendant 1h a T.A.. Puis du
Mel (4eq, 0,6mL) est ajouté et la réaction estéagitdh a T.A.. 40mL d’eau sont rajoutées et
le solvant est évaporé. Le milieu est extrait patOnL d’AcOEt. Les phases organiques sont
rassemblées et séchées sur MgSCe solvant est évaporé et le résidu purifié par
chromatographie sur plaque de silice, éluant Cyotahe/AcOEt : 6/4. Le produit est obtenu
sous forme d’huile (157mg).

Aspect :huile,Rendement 23%

CCM (AcOEt/Cyclohexane : 15/8Rf = 0,6

Formule brute: CysH2sNO,, Masse molaire227,19g.mof

RMN'H 300MHz (CDC}) ,6(ppm) : 0,8-0,9 (m, 2H, b); 1,1-1,2 (m, 3H, Kk et Hy) ; 1,45
(s, 9H, C(CH)3) ; 1,6-1,7 (m, 6H, ki Hze Hia Hse) ; 2,83 (s, 3H, B ; 3,0-3,1 (m, 1H,
Hs); 4,56 (s, 1H, NH).

RMN *C 75MHz (CDC}), 6(ppm) : 25,8 (G) ; 26,4 (G) ; 28,4 (C(®H3)s) ; 30,6 (G) ; 35,0
(Ce); 37,0 (G); 55,5 (G).

(S)-2-{3-[(4-méthoxybenzyl)méthylamino]propyl}-10, Da-dihydro-5H-imidazo[1,5-
blisoquinoléine-1,3-dione (46)

gHa, ,HB O . .
8 “Lia J| 1 3 5 6'
N/\/\N 7
7 N\\< 2' ‘
6 5 o) 4 97 OMe

L’amine 52 (0,49mmol, 134,4mg) est dissoute dans 15mL deGGHanhydre. Le 4-
méthoxybenzaldéhyde (1,1eq, 0,07mL) est ajouté mtilieu est agité a T.A. pendant 15min.
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Puis NaBH(OACG) (5eq, 521mg) et I'acide acétique glacial (1eq3M0D) sont ajoutés et le
milieu est agité 1 nuit a T.A.. 30mL de solutioruagse de NaHC{£ 1M sont ajoutés et le
solvant évaporé. La phase aqueuse est extraitg&xp@mL de CHCI,. Les phases organiques
sont réunies et séchées sur MgSQe solvant est évaporé, le résidu est purifié par
chromatographie sur plagues de silice, éluant@#MeOH : 95/5. Le produit est obtenu
sous forme d’huile (181mg).

Aspect :huile jaunge Rendement 94%

CCM (CH.CIy/MeOH : 95/5)Rf = 0,4

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,5min ; Bp.c= 99%,

HPLC (C4, 40min) :tr = 23,8min ; Bp.c= 98%

Formule brute: C,3H27N303, Masse molaire393,21 g.mot, MALDI-TOF : 394, 3[M+H]'
RMN *H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 1,86 (quint, 2H, K, Jr.3 = Jo.1- = 7THZ); 2,17 (s, 3H,
Ha); 2,42 (t, 2H, H, Js.o = 7Hz); 2,76 (dd, 1H, H, Jiow10a= 12Hz,%) = 15Hz); 3,24 (dd,
1H, HlOﬁs ZJ = 15Hz, JlOﬁ-lOa: 5HZ); 3,42 (S, 2H, H); 3,62 (t, 2H, H', J]_'.z' = 7HZ); 3,75
(s, 3H, OCH); 4,03 (dd, 1H, hba Jioa-1¢ = 5HZ,J10a-10. = 12HZ); 4,40 (d, 1H, H 2)=
16Hz); 5,02 (d, 1H, H 2)= 16Hz) ; 6,7-6,8 (m, 2H, Het H, J7s = 6,6HZ,J;.7» = 3HZ) ;
7,2-7,3 (m, 6H, i, Hs, H7, Hg et Hy)

RMN *°C 75MHz (CDC}), o(ppm) : 25,6 (G); 30,7 (Go); 37,1 (G); 415 (G); 41,7
(Cs); 54,2 (G); 54,5 (Goy ; 55,1 (QCH) ; 61,5 (G); 126,5-127,2 (@) 129,3-130,1 (&,
Ce, C7, G et )

(S)-2-{3-[méthyl(4-méthylbenzyl)amino]propyl}-10,1@&-dihydro-5H-imidazo[1,5-
blisoquinoléine-1,3-dione (47)

g Ha HB O L
8 Lioa J| 1 3 5 6' .
7 N\X< 2 |

6 5 e} 4 g

Le composé4 (0,25mmol, 90mg) est dissout dans 2mL d’ACN. Lactién est refroidie a
0°C, le formaldéhyde (5eq, 0,093mL) et le cyanohgdoure de sodium (1,6eq, 25mg) sont
ajoutés et le milieu est agité 15min a T.A.. L'acacétique glacial (1mL) est ajouté jusqu’'a
pH = 6-7 et la réaction est agitée 45min. Le sdlhemt évaporé. Le résidu est ensuite repris
dans 1mL d’une solution aqueuse de NaOH 1M. Puiphlase aqueuse est extraite avec
3x20mL de CHCI,, Les phases organiques sont réunies puis séchédg8@. Le solvant
est évaporé et le résidu purifié par chromatogepsir plaques de silice, éluant:
CH.Cl,/MeOH : 93/7. Le produit est obtenu sous forme #éh(21mg).

Aspect :huile transparent®&endement 23%

CCM (CH.CIy/MeOH : 95/5)Rf = 0,4

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,8min; Rp.c= 90%

HPLC (C4, 40min) :tr = 11,3min ; Bp.c= 98%

Formule brute: C,3H,7N30,, Masse molaire 377,49 g.mdf, ES-MS: 378,1 [M+H]

RMN H 300MHz (CDCE), 8(ppm) : 1,84 (quint, 2H, K, Jr.3 = Jr.p = 7HZ); 2,17 (s, 3H,
Ha); 2,27 (s, 3H, i); 2,42 (t, 2H, H, Js.» = 7Hz); 2,75 (dd, 1H, Ky, 2 =15HZ, Ji0s-105
12Hz); 3,23 (dd, 1H, g, 2J = 15Hz,J105.10a= 5HZ); 3,43 (s, 2H, K); 3,62 (t, 2H, H, Jy» =
7Hz); 4,03 (dd, 1H, s Ji0a-1a = 12HZ,J10a1¢ = 5H2); 4,40 (d, 1H, H 2 = 16Hz); 5,02 (d,
1H, Hs, 23 = 16Hz) ; 7,0-7,1 (M, 2H, ¢l Js-5 = 8Hz) ; 7,1-7,3 (M, 6H, & He, Hy, Hg et Hy)
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Partie expérimentale

RMN *C 75MHz (CDC}), 8(ppm) :21,1(G); 26,0 (G) ; 31,1 (Go) ; 37,4 (G') ; 41,9 (G) ;
42,1 (C) ;54,6 (G) ;54,9 (Goo ; 62,2 (G); 124,9-126,9-127,4-127,6-129,1-129,3-129,7
(Ce, Cr, G, G, Gget )

(S)-2-{3-[(4+tert-butylbenzyl)méthylaminolpropyl}-10,10a-dihydro-5H-imidazo[1,5-
blisoquinoléine-1,3-dione (48)

10
Ha, ,HB O

4 10a 1 3 5'
N7 TN
N\< 2
5 e} 4

6"

Le composé5 (0,211mmol, 45mg) est dissout dans 2mL d’ACN. Lactiém est refroidie a
0°C, le formaldéhyde (5eq, 0,043mL) et le cyanohgdoure de sodium (1,6eq, 11mg) sont
ajoutés et le milieu est agité 15min a T.A.. L'acacétique glacial (Imlgst ajouté jusqu’a
pH = 6-7 et la réaction est agitée 45min. Le sdhemt évaporé. Le résidu est ensuite repris
dans 1mL d'une solution aqueuse de NaOH 1M. Puiphlase aqueuse est extraite avec
3x20mL de CHCI,. Les phases organiques sont réunies puis séchedfgyS,. Le solvant
est évaporé et le résidu purifié par chromatogepsir plaques de silice, éluant:
CH.Cl,/MeOH : 94/6. Le produit est obtenu sous forme #éh(19mg).

Aspect :huile transparent®&endement 41%

CCM (CH.CIy/MeOH : 95/5)Rf = 0,3

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 5,7min; Rp.c= 99%

HPLC (C4, 40min) :tr = 14,2min ; Bp.c= 99%

Formule brute: Co¢H33N30,, Masse molaire 419,57 g.mot, ES-MS: 420,2 [M+H]

RMN 'H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 1,28 (s, 9H, K); 1,87 (quint, 2H, K, Jo.3 = Joy =
7Hz); 2,18 (s, 3H, H); 2,44 (t, 2H, H, J3» = 7Hz); 2,80 (dd, 1H, kb, 2J = 15HZ,J100.10a=
12Hz); 3,25 (dd, 1H, g, 2J = 15Hz,J105.10a= 5HZ); 3,44 (s, 2H, K); 3,63 (t, 2H, H, Jy» =
7Hz); 4,04 (dd, 1H, s Ji0a-1a = 12HZ,J10a1¢ = 5H2); 4,41 (d, 1H, H 2 = 16Hz); 5,02 (d,
1H, Hs, 23 = 16Hz) ; 7,1-7,3 (M, 8H, 4.

RMN *°C 75MHz (CDC$), s(ppm) :26,1 (G) ; 31,2 (Go) ; 31,7 (G); 37,5 (G) ; 41,9

(Cs) ;42,2 (G) ; 54,9 (G) ; 55,0(CGog ; 62,1 (G); 125,3-126,9-127,5-127,6-127,6-129,0-
129,7 (Gro)

(S)-2-{3-[méthyl(4-nitrobenzyl)amino]propyl}-10,10adihydro-5H-imidazol[1,5-
blisoquinoléine-1,3-dione (49)

8 Loy V356 7
NN
7 N\( 2' |
6 5 o) 4 NO,

Le composé6 (0,13mmol, 45mg) est dissout dans 2mL d’ACN. Lactién est refroidie a
0°C, le formaldéhyde (5eq, 0,047mL) et le cyanohgdoure de sodium (1,6eq, 13mg) sont
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Partie expérimentale

ajoutés et le milieu est agité 15min a T.A.. L'acacétique glacial (1mL) est ajouté jusqu’'a
pH = 6-7 et la réaction est agitée 45min. Le sdhemt évaporé. Le résidu est ensuite repris
dans 1mL d’'une solution de NaOH 1M. Puis la phapeease est extraite avec 3x20mL de
CH.Cl,. Les phases organiques sont réunies puis séchedfyS0,. Le solvant est évaporé
et le résidu purifié par chromatographie sur plagde silice, éluant : Gi€l,/MeOH : 94/6.

Le produit est obtenu sous forme d’huile (12mg).

Aspect :huile transparent®&®endement 23%

CCM (CH.CIy/MeOH : 95/5)Rf = 0,5

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,6min; Rp.c= 99%

HPLC (C4, 40min) :tr = 10,2min ; Bp.c= 99%

Formule brute: Co,H24N404, Masse molaire 408,46 g.mot, ES-MS: 409,1 [M+H]

RMN *H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 1,88 (quint, 2H, K, Jr.1 = Jo.3 = 7THz); 2,18 (s, 3H,
Ha); 2,46 (t, 2H, H, Js.o = 7Hz); 2,76 (dd, 1H, Ky, 2 = 15Hz,J100-10a= 12HZ); 3,25 (dd,
1H, Hiop, 2J = 15HZ,J10p-10a= 5HZ); 3,56 (S, 2H, K); 3,65 (t, 2H, H, Ji-» = 7Hz); 4,06 (dd,
1H, Hioa Jica1a = 12HZ, Jiga1g = 5HZz); 4,41 (d, 1H, b 2J = 16Hz); 5,02 (d, 1H, %) =

16Hz) ; 7,1-7,3 (m, 4H, §l H;, Hg et Kb); 7,4-7,5 (m, 2H, H, J7.¢ = 9HZz,J7.7» = 2HZ) ; 8,1-
8,2 (m, 2H, K, Js.7 = 9HZ, .6 = 2HZ)

RMN *°C 75MHz (CDC}), o(ppm) : 26,3 (G); 31,2 (Go); 37,3 (G); 42,0 (G); 42,4
(Cs) ;55,0 (Gog ; 55,3 (G) ;62,0 (G);123,9 (G) 127,0-127,6-127,8-129,8 {CCs, C7, Cs

et &)

estertert-butylique de I'acide 3-carboxy-(S)-3,4-dihydro-H-isoquinoléine-2-
carboxyligue (50)

10 104,

OH
NBoc

5

La L-TicOH (2,82mmol, 500mg) est dissout dans utamge 1,4 dioxane/4#©/NaOH 1M 5-
5-5mL. Une solution de Bg® (1,1eq, 677g) dans 5mL de 1,4 dioxane est ajoieis le
milieu est agité a T.A. pendant une nuit. Le solest évaporé, le résidu est repris dans 30mL
d’AcOEt. La phase organique est ensuite lavée ax20mL d’'une solution aqueuse d’acide
citrigue 5% et 2x20mL d'une solution aqueuse satuté NaCl. La phase organique est
séchée sur MgSQOLe solvant est évaporé pour donner le produgngil suffisamment pur
pour étre utilisé sans purification (751mg).

Aspect :solide blancRendement 96%

CCM (CH,CIy/MeOH: 9/1)Rf = 0,7

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 5,7min ; Bp.c= 99%

Formule brute CisH;oNO,4, Masse molaire277,32 g.mot

RMN 'H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 1,34 (s, 9H, C(Ch)3) ; 3,0-3,1 (m, 2H, k) ; 4,3-4.4
(m, 1H, H) : 4,5-4,6 (m, 1H, kb ; 4,6-4.7 (m, 1H, B) ; 7,0-7,2 (M, 4H, K

RMN *C 75MHz (CDC}), é(ppm) : 28,2 (C(GH3)s) ; 30,8 (Go) ; 44,5 (G) ; 54,1 (Goy);
126,2-126,8-127,8-128,5 {6
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Partie expérimentale

(S)-2-(3-aminopropyl)-10,10a-dihydro-$-imidazo[1,5-blisoquinoléine-1,3-dione (51)

Ha,lo HB O
gLy 3 1
N N/\z'/\NH2

A
L’amine 36 (5,17mmol, 1,86g) est dissoute dans un mélangev@gmique CHCI/TFA :
15/15mL). Le milieu est agité a T.A. pendant 30niia.solvant est évaporé. Le résidu est
repris dans 50mL de GBI,. La phase organique est lavée avec 20mL de solatjoeuse de
NaOH 1M. La phase agueuse est extraite avec 3x5@enCHCl,. Les phases organiques
sont réunies puis séchées sur MgS(@ solvant est évaporé pour donner le produgndalt
suffisamment pur pour étre utilisé sans purificatjbg).

Aspect :huile transparent&endement75%

CCM (CH,CI,/MeOH: 95/5)Rf = 0,1

HPLC (TSK gel,10min) tr = 3,94min ; BpL.c= 99%

Formule brute: Cy4H:17N30,, Masse molaire259,31 g.mot, MALDI-TOF : 260,2 [M+H]
RMN *H 300MHz (CDCE), 6(ppm) : 2,01 (quint, 2H, K Jo.1 = Jo3 = 7HZ) ; 2,93 (dd, 1H,
Hioy, 2 = 15HZ,J100.10a= 12Hz) ; 3,02 (t, 2H, 1, Jy.> = 7Hz) ; 3,27 (dd, 1H, kg, 2J = 15Hz,
J]_qg.]_oa: 5HZ) : 3,69 (t, 2H, B, J3o = 7HZ) 0 4,29 (dd, 1H, Ma,Jloa-lﬁh = lZHZ,JlOa.lqg =
5Hz) ; 4,48 (d, 1H, 5 2 = 17Hz) ; 4,96 (d, 1H, §2J = 17Hz) ; 4,99 (t, 1H, NH); 7,2-7,3
(m1 4H1 |_Iil’0)'

RMN **C 75MHz (CDC}), é(ppm) : 26,5 (G); 30,4 (Go); 35,3 (G); 37,3 (G) ; 41,6
(Cs) ;55,3 (Gog ; 126,7-127,2-127,3-129,5 {Q

(S)-2-(3-méthylaminopropyl)-10,10a-dihydro-5 -imidazo[1,5-blisoquinoléine-1,3-dione
(52)

10
HC(,’ HB O
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L’amine 51 (0,5mmol, 129mg) est ensuite dissoute dans 5mMe&®H préalablement séché
sur tamis moléculaire 3A. Le formaldéhyde a 37%g(1&04mL) est ajouté et le milieu est
agité 10min a T.A.. Puis l'acide formique (2eq,4dil) est ajouté et le milieu est agité une
nuit & T.A.. Le solvant est évaporé et le résidufigupar chromatographie sur plaques de
silice, éluant : CHCI,/MeOH : 8,5/1,5. L’amine secondaire est obtenues oume d’huile
(35mg).
Aspect :huile transparent®&endement 26%
CCM (CH,CI/MeOH: 9/1)Rf = 0,2
HPLC (TSK gel, 10min) tr = 3,6min ; Rp.c= 87%
Formule brute: CysH1oN30,, Masse molaire273,34 g.mot, MALDI-TOF : 274,1 [M+H]
RMN *H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 1,85 (quint, 2H, kit Joq = Joz = 7Hz) ; 2,43 (s, 3H,
Hs) : 2,61 (t, 2H, K, 3o = 7THZ) ; 2,84 (dd, 1H, t, 2 = 15HZ,J100.10a= 12Hz) ; 3,24 (dd,
1H, HlOBy ZJ = 15HZ,J1q3.1Oa: 5HZ) ; 3,66 (t, 2H, H,Jyo = 7HZ) 14,11 (dd, 1H, !.'(ba,JlOa-l@c:
12Hz,J10a.1¢ = 5HZ) ; 4,39 (d, 1H, b 2J = 17Hz) ; 4,96 (d, 1H, K%)= 17Hz) ; 7,1-7,3 (m,
4H, Haro)
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RMN *°C 75MHz (CDC}), d(ppm) : 27,3 (G') ; 30,6 (Go) ; 35,6 (G'); 36,9 (G) ; 41,6 (G);
50,2 (C); 54,7 (Gog ; 126,6-127,2-127,3-129,4 {Q

(S)-2-(3-diméthylaminopropyl)-10,10a-dihydro-3-imidazo[1,5-blisoquinoléine-1,3-
dione (53)

10
Ha, HB O :
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Lamine tertiaire est obtenu sous forme d’huile (§m

Aspect :huile transparenfd&kendement 7%

CCM (CHCI,/MeOH : 98/2)Rf = 0,5

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,1min ; Rp.c= 99%

HPLC (C4, 40min) :tr = 9,2 min ; Bp.c= 99%

Formule brute: C1¢H2:N30,, Masse molaire287.36 g.mot, MALDI-TOF :  288,2 [M+H]
RMN *H 300MHz (CDCE), 8(ppm) : 1,82 (quint, 2H, K, Jo.1 = Jr.z = 7Hz); 2,22 (s, 6H,
Ha); 2,35 (t, 2H, H. J3» = 7Hz); 2,83 (dd, 1H, I, 2J = 15HZ,J10e.10a= 12Hz); 3,26 (dd,
1H, HlOﬁs ZJ = 15HZ,Jloﬁ.10a: 5HZ); 3,61 (t, 2H, H, Jio = 7HZ); 4,07 (dd, 1H, s Jica16.=
12Hz, Joa1¢ = 5HZ); 4,42 (d, 1H, H 2) = 17Hz); 5,01 (d, 1H, % = 17Hz) ; 7,1-7,3 (m,
4H, Haro)

RMN *C 75MHz (CDCH), 6(ppm) : 26,1 (G'); 30,8 (Go); 37,1 (G') ; 41,7 (G) ; 45,7 (G') ;
54,7 (Gog ; 56,7 (G) ; 126,7-127,2-127,4-129,5 Q)

(S)-2-[3-(4-méthylbenzylamino)propyl]-10,10a-dihydo-5H-imidazo[1,5-blisoquinoléine-
1,3-dione (54)

10
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Le compos&6 (0,38mmol, 135mg) est dissout dans 5mL de MeOHe Boiution de HCI
12N (3eq, 0,095mL) est ajoutée et le milieu estéagh30 & T.A.. Le solvant est évaporé a
l'aide d’'une pompe a palette. Le produit est remans 5mL d’EtOH absolu. Le p-
tolualdéhyde (1,1eq, 0,049mL), la TEA (4eq, 0,21)met du tamis moléculaire 3A sont
ajoutés. Le milieu réactionnel est agité pendantRlis, il est refroidi a 0°C. Le NaBKbeq,
71,1mgQ) est ajouté par petites portions. La réaatst agitée a T.A. pendant une nuit. 10mL
d’'H.O sont ajoutés. Apres filtration sur célite, levemit est évaporé. Le résidu est ensuite
repris dans une solution aqueuse de NaOH 1M. Ruighbse agueuse est extraite avec
3x20mL de CHCI, Les phases organiques sont réunies puis séchédg8@. Le solvant
est évaporé et le résidu purifié par chromatogepsir plaques de silice, éluant:
CH.Cl,/MeOH : 95/5. Le produit est obtenu sous forme #éh(91mg).
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Aspect :huile transparent®endement 66%

CCM (CH.CI,/MeOH : 95/5)Rf = 0,5

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,8min; Rp.c = 80%

Formule brute: C,,H2sN30,, Masse molaire 363,46 g.mot, MALDI-TOF :  364,1 [M+H]
RMN *H 300MHz (CDCE), (ppm) : 1,89 (quint, 2H, K, Jo.1 = Jr.g = 7Hz); 2,32 (s, 3H,
Me); 2,67 (t, 2H, H, Js.» = 7HZ); 2,78 (dd, 1H, ki, 2J = 15Hz,J10e.10a=12Hz); 3,26 (dd,
1H, HlOﬁs 2J = 15HZ,J1q3-lOa: 5HZ); 3,68 (t, 2H, |I|, J]_'.z' = 7HZ); 3,76 (S, 2H, h’"); 4,07 (dd,
1H, Hioa Ji0a1e = 12HZ Jioa1¢ = S5HZ); 4,44 (d, 1H, H 2) = 17Hz); 5,04 (d, 1H, K 2 =
17Hz); 7,1-7,2 (m, 2H, ¥l Jo.5 = 8HZz) ; 7,2-7,4 (m, 6H, ¥l He, H7, Hg et Hy).

RMN *3C 75MHz (CDC}), 6(ppm) : 20,94(Gre) 28,0 (G); 30,8 (Go); 36,6 (G'); 41,5 (G);
45,7 (G) 53,4 (G); 54,5 (Goy; 126,5-127,1-127,2-128,0-128,9-129,3(Cs, Cs, C;, Cg et
Co)

(S)-2-[3-(4tert-butylbenzylamino)propyl]-10,10a-dihydro-5H-imidazo[1,5-
blisogquinoléine-1,3-dione (55)
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Le compos&6 (0,38mmol, 135mg) est dissout dans 5mL de MeOHe Boiution de HCI
12N (3eq, 0,095mL) est ajoutée et le milieu estéagh30 & T.A.. Le solvant est évaporé a
l'aide d’'une pompe a palette. Le produit est remans 5mL d’EtOH absolu. Le 4-
terbutylbenzaldéhyde (1,1eq, 67mg), la TEA (4eR10mL) et du tamis moléculaire 3A sont
ajoutés. Le milieu réactionnel est agité pendantRlis, il est refroidi a 0°C. Le NaBKbeq,
71,1mgQ) est ajouté par petites portions. La réaatst agitée a T.A. pendant une nuit. 10mL
d’'H.O sont ajoutés. Apres filtration sur célite, levemit est évaporé. Le résidu est ensuite
repris dans une solution de NaOH 1M. Puis la plamgesuse est extraite avec 3x20mL de
CH.Cl,. Les phases organiques sont réunies puis séchédsy8,. Le solvant est évaporé
et le résidu purifié par chromatographie sur plagde silice, éluant : Gi€l,/MeOH : 95/5.
Le produit est obtenu sous forme d’huile (46mg).

Aspect :huile transparent®&endement 30%

CCM (CH,CIx/MeOH : 98/2)Rf = 0,5

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 5,7min; Rp.c= 93%

Formule brute: C,sH3:N30,, Masse molaire 405,54 g.mot, ES-SM: 406,2 [M+H]

RMN *H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 1,21 (s, 9H terButyl); 1,76 (quint, 2H,Hl1 = Jog
= 7Hz); 2,58 (t, 2H, Wi, Ja.o» = 7Hz); 2,71 (dd, 1H, K, 2J = 15Hz,J100-20a= 12Hz); 3,16 (dd,
1H, Higp, 23 = 15Hz,J105.10a= 5HZ); 3,58 (t, 2H, i, J1-» = 7Hz); 3,65 (s, 2H, k); 3,96 (dd,
1H, Hioa J10a1¢ = 5Hz, Jioa1a = 12Hz); 4,32 (d, 1H, §°J = 17Hz); 4,94 (d, 1H, 2] =
17Hz); 7,1-7,3 (m, 8H, kb

RMN °C 75MHz (CDC}), 6(ppm) : 28,3 (G); 30,8 (Go); 31,3(Gerbury); 36,7 (G); 41,6
(Cs); 46,1 (G) 53,5 (Q); 54,6 (Goy; 125,2-126,6-127,1-127,3-127,8-129,4.4C
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(S)-2-[3-(4-nitrobenzylamino)propyl]-10,10a-dihydre5H-imidazo[1,5-blisoquinoléine-
1,3-dione (56)

9 HG/ HB 0O ,
8 24 10a 1 3 4 5
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6 5 o) NO,

Le compos&6 (0,42mmol, 150mg) est dissout dans 5mL de MeOHe Bolution de HCI
12N (3eq, 0,105mL) est ajoutée et le milieu estéagh30 a T.A.. Le solvant est évaporé a
laide d’'une pompe a palette. Le produit est regtens 5mL d’EtOH absolu. Le 4-
nitrobenzaldéhyde (1,1eq, 69mg), la TEA (4eq, On23bet du tamis moléculaire 3A sont
ajoutés. Le milieu réactionnel est agité pendantPRlis, il est refroidi a 0°C. Le NaBKbeq,
79mg) est ajouté par petites portions. La réaatisinagitée a T.A. pendant une nuit. 10mL
d’'H.O sont ajoutés. Apres filtration sur célite, levemit est évaporé. Le résidu est ensuite
repris dans une solution aqueuse de NaOH 1M. Ruighbse aqueuse est extraite avec
3x20mL de CHCI,, Les phases organiques sont réunies puis séchéd4g8a@,. Le solvant
est évaporé et le résidu purifié par chromatogepsir plaques de silice, éluant:
CH.Cl,/MeOH : 95/5. Le produit est obtenu sous forme #éh(83mg).

Aspect :solide blancRendement 50%

CCM (CH.CI,/MeOH : 95/5)Rf = 0,5

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,6min; Rp.c> 99%

Formule brute: Co1H2:N404, Masse molaire 394,43 g.mot, ES-MS: 395,1 [M+H]

RMN *H 300MHz (CDC}), (ppm) : 1,81 (quint, 2H, K, Jo.1- = Jr.g = 7THZ); 2,58 (t, 2H,
Hs, J3.o = 7Hz); 2,70 (dd, 1H, kb, 2J = 15HZ, Jig10a= 12Hz); 3,19 (dd, 1H, Hp, 2 =

15HZ,J103.10a: 5HZ); 3,64 (t, 2H, |I|, J]_'.z' = 7HZ); 3,81 (S, 2H, h’"); 4,01 (dd, 1H, |Iba J]_Qa.
100 = 12HZz Jioa1g = 5Hz); 4,35 (d, 1H, K %) = 17Hz); 4,95 (d, 1H, K% = 17Hz); 7,1-7,3
(m, 4H, H, Hy, Hg et Hy): 7,4-7,5 (m, 2H, . Js-5 = 9Hz); 8,0-8,1 (M, 2H, K Js.¢ = 9Hz,

Js.5 = 2HZ,)

RMN *3C 75MHz (CDC}), é(ppm) : 31,2 (G); 33,9 (Go); 39,4 (G'); 44,6 (G): 49,0 (G)

56,1 (C); 57,7 (Goy; 126,5 (G); 129,6-130,3-130,4-132,4 {OC;, Cs et G) ; 131,7 (@)

2.2. Disubstitusion de I'atome d’azote protonable p ar 2 groupements
identigues

O
O
R

a) Substitution par 2 groupements aromatiques
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(S)-2-(3-dibenzylaminopropyl)-10,10a-dihydro-5-imidazo[1,5blisoquinoléine-1,3-dione
(57)

10
gH(XI HB 0] , , , ,
8 L J| 1 3 4 5
6
NN
7 Nj< 2
7
6 5 o

A une solution de I'amin&7 (0,58mmol, 152mg,) dans 5mL de &H, préalablement séché
sur tamis moléculaire, sont ajoutés le benzaldéhgeg, 0,18mL) et NaHB(OAg)(3eq,
373mg). La réaction est agitée 4h a T.A.. 5mL d'sokition aqueuse de NaOH 1M sont
ajoutés puis le milieu est agité 15min a T.A.. ltage aqueuse est extraite par 3x15mL de
CH.CL.,. Les phases organiques sont réunies puis séanebgSQ,. Le solvant est évapore,
le résidu est purifié par chromatographie sur piéagde silice, éluant AcOEt/Cyclohexane:
2/8. Le produit est obtenu sous forme d’huile (16%Am

Aspect :huile transparent&kendement 41%

CCM (AcOEt/Cyclohexane : 3/Rf =0,8

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 5,22min ; Bp.c= 95%,

HPLC (C4, 40min) :tr = 20,80min ; Bric= 97%

Formule brute: CogH20N30,, Masse molaire439,56 g.mot, MALDI-TOF :  440,2[M+H]'
RMN *H 300MHz (CDC}), o(ppm) : 1,85 (quint, 2H, K, Jr.3 = Jo1- = 7THZ) ; 2,45 (t, 2H,
Hg, Jaz = THz); 2,61 (dd, 1H, kb, Jios-10a= 12Hz, 2J = 16Hz); 3,17 (dd, 1H, g, *J
= 16HZ,J10[3-10a: 5HZ); 3,5-3,6 (m, 6H, Het Hl), 3,96 (dd, 1H, Kb, JlOa-lQB: 5Hz,J10a-10,=
12Hz); 4,37 (d, 1H, § % = 17Hz); 4,98 (d, 1H, §2) = 17Hz) ; 7,1-7,3 (m, 14H, &)

RMN *°C 75MHz (CDC}), o(ppm) : 25,6 (G); 31,0 (Go); 37.2 (G); 41,7 (G); 41,7
(Cs) ; 54,7 (Gog; 58,4 (G) ; 126,8-127,0-127,3-127,5-128,4-129,1-129,6-12C8.9)

(S)-2-{3-[bis(4-fluorobenzyl)amino]propyl}-10,10a-éhydro-5H-imidazo[1,5-
blisoguinoléine-1,3-dione (58)

10
Ha, ,HB O

o o Auwa] U 3 4 5
N/\/\N 6'
7 N\( 2
6 5 o F

F

A une solution de I'amin&1 (0,44mmol, 115mg,) dans 5mL de &, préalablement séché
sur tamis moléculaire, sont ajoutés le 4-fluoroladazhyde (3eq, 0,14mL) et NaHB(OAC)
(3eq, 282mg). La réaction est agitée 4h a T.A.. Gthine solution aqueuse de NaOH 1M
sont ajoutés puis le milieu est agité 15min a TLA. phase aqueuse est extraite par 3x15mL
de CHCL,. Les phases organiques sont réunies puis séchéddgSQ,. Le solvant est
évaporé, le résidu est purifié par chromatograpbig plaques de silice, éluant
AcOEt/Cyclohexane: 2/8. Le composé est obtenu &ouge d’huile (117mg).
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Aspect :huile transpareni&kendement 56%

CCM (AcOEt/Cyclohexane : 2/&f = 0,2

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 5,4min ; Rp.c= 98%

HPLC (C4, 40min) :tr = 18,9min ; Bp.c=97%

Formule brute: CygHo7FoN3O, Masse molaire: 475,54 g.mol, MALDI-TOF :
476,2[M+H][

RMN *H 300MHz (CDC}), o(ppm) : 1,84 (quint, 2H, K, Jr.3 = Jo1- = 7THZ) ; 2,43 (t, 2H,
Hs, J3.2 = 7Hz); 2,67 (dd, 1H, i, 2 = 16Hz, Jig,10a= 12Hz); 3,21 (dd, 1H, kg, °J =
16HZ,J10[3.10a: 5HZ); 3,5-3,6 (m, 6H, I et Hl), 4,00 (dd, 1H, hba Ji0a-16.= 12HZ,J10a.1q3:
5Hz); 4,38 (d, 1H, K 2J = 17Hz); 4,99 (d, 1H, §2J = 17Hz) ; 6,9-7,0 (it, 4H, §l Jo.s = Js-
E= 8,7HZ,JG'-6' = 2,8HZ) 0 7,2-7,3 (m, 8H, #+ Hs, Hy, Hg et |‘b)

RMN *3C 75MHz (CDC}), 6(ppm) : 23,8 (G); 29,2 (Go) ; 35,2 (G); 39,9 (G); 48,5
(C3) ; 52,9 (Goy); 55,7 (G) ; 113,17-113,18 (& Jcr= 21Hz); 126,6-130,5 (&5 G, C7, G
et &)

(S)-2-{3-[Bis(4méthylbenzyl)amino]propyl}-10,10a-diydro-5H-imidazo[1,5-
blisoguinoléine-1,3-dione (59)

10
9HG/ HB O , , , ,
8 “Lioa J/ 1 3 4 5
6
NN
7 N\( 2
6 5 0 7

A une solution de I'amin&1 (0,57mmol, 147mg,) dans 5mL de &, préalablement séché
sur tamis moléculaire, sont ajoutés le p-tolualdéh{Beq, 0,20mL) et NaHB(OA£)3eq,
362mg). La réaction est agitée 4h a T.A.. 5mL d'sokition aqueuse de NaOH 1M sont
ajoutés puis le milieu est agité 15min a T.A.. lteage aqueuse est extraite par 3x15mL de
CH.Cl,. Les phases organiques sont réunies puis séchebgSQ. Le solvant est évaporé,
le résidu est purifié par chromatographie sur piésgde silice, éluant AcOEt/Cyclohexane:
3/7. Le composé est obtenu sous forme d’huile (J1mg

Aspect :huile transparent&kendement 26%

CCM (AcOEt/Cyclohexane : 3/RBf=0,5

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 5,7min ; Bp.c= 97%

HPLC (C4, 40min) :tr = 28,7min ; Bp.c= 90%

Formule brute: CsoH3aN30,, Masse molaire467,62 g.mot, MALDI-TOF :  468,2[M+H]'
RMN 'H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 1,86 (quint, 2H, K, Jr.3 = Jr.1 = 7THZ) ; 2,25 (s, 6H,
H7) ;2,43 (t, 2H, K, J3.» = 7THz); 2,63 (dd, 1H, I, 2J = 16Hz, Jiu-10a= 12Hz); 3,19
(dd, 1H, Hep, 23 = 16HZ,d1p.10a= 5Hz); 3,5-3,6 (M, 6H, K et H); 3,95 (dd, 1H, hba Jioa-
100 = 12HZ, J0a1 = 5HZ); 4,39 (d, 1H, K %) = 17Hz); 4,98 (d, 1H, K%)= 17Hz) ; 7,0-7,1
(m, 4H, H5 Hg', Je'.5' = 7,8 HZ) X 7,2-7,3 (m, 8H, EH He, H7, Hg et |‘b)

RMN *C 75MHz (CDC}), é(ppm) : 16,4 (G); 20,7 (G); 26,2 (Go); 32,4 (G); 36,9
(Cs) ;45,3 (@) ;49,9 (Gog ; 53,1 (G) ; 122,0-122,5-122,7-124,2-124,8-125,Q4C
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(S)-2-{3-[bis(4tert-butylbenzyllamino]propy!}-10,10a-dihydro-5H-imidazo[1,5-
blisogquinoléine-1,3-dione (60)

A une solution de I'aminé&l1 (0,57mmol, 149mg,) dans 5mL de &, séché sur tamis
moléculaire, sont ajoutés 4-tert-butylbenzaldéhy8eq, 0,29mL) et NaHB(OAg)(3eq,
376mg). La réaction est agitée 4h a T.A.. 5mL d'sokition aqueuse de NaOH 1M sont
ajoutés puis le milieu est agité 15min a T.A.. lteage aqueuse est extraite par 3x15mL de
CH.Cl,. Les phases organiques sont réunies puis séchebgSQ. Le solvant est évaporé,
le résidu est purifie par chromatographie sur pdaqude silice, éluant
AcOEt/Cyclohexane:3/1.e composé est obtenu sous forme d’huile (92mg).

Aspect :huile blanchatreRendement 29%

CCM (AcOEt/Cyclohexane : 3/Rf = 0,6

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 7,2min ; RpL.c= 98%

HPLC (C4, 40min) :tr = 18,1min ; Bpi.c= 92%

Formule brute: C3gH4sN30,, Masse molaire551,78 g.mdf, MALDI-TOF : 552, 2[M+H]J
RMN 'H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 1,28 (s, 18H, H) ; 1,88 (quint, 2H, K, Jr.3 = Jory’ =
7Hz) ;2,48 (t, 2H, H, J3.» = 7Hz); 2,75 (dd, 1H, I, 2 = 16Hz,Ji00.10a= 12Hz); 3,23 (dd,
1H, H]_q;, ZJ = 16HZ,Jloﬁ_10a= 5HZ); 3,5-3,6 (m, 6H, Het H]_), 3,98 (dd, 1H, IIba JlOa 16—
12Hz, Ji0a-1g = 5Hz); 4,39 (d, 1H, § 2J = 17Hz); 5,00 (d, 1H, § %) = 17Hz) ; 7,2-7,3 (m,
12H, H‘;', HG', HG, H7, Hg et |‘b)

RMN **C 75MHz (CDC}), o(ppm) : 24,6 (G); 30,1 (Go); 30,6 (G); 33,6 (G); 40,8
(Cs) ;49,5 (@) ; 53,8 (Gog ; 56,8 (G') ; 124,2-125,8-126,4-126,5-127,6-128,6,(C

(S)-2-{3-[bis(4-méthoxybenzyl)amino]propyl}-10,10alihydro-5H-imidazo[1,5-
blisoguinoléine-1,3-dione (61)

8 Lioa J| 1 3 4 5
.
N7 TN
. N 2
6 =5 S OMe

OMe

A une solution de I'amin&1 (0,69mmol, 177mg,) dans 5mL de &, préalablement séché
sur tamis moléculaire, sont ajoutés le 4-méthoxyhkeléhydg3eq, 0,25mL) et NaHB(OAg)
(3eq, 436mg). La réaction est agitée 4h a T.A.. Gthine solution aqueuse de NaOH 1M
sont ajoutés puis le milieu est agité 15min a TLA. phase aqueuse est extraite par 3x15mL
de CHCI,. Les phases organiques sont réunies puis séchéadlgSQ,. Le solvant est
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évaporé, le résidu est purifié par chromatograpbig plaques de silice, éluant
AcOEt/Cyclohexane: 3/7. Le composé est obtenu &wuse d’huile (146mg).

Aspect :huile transparent&kendement 42%

CCM (AcOELt/ Cyclohexane : 3/Rf=0,3

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 5,2min ; Bp .c= 96%

HPLC (C4, 40min) :tr = 22,3min ; Bp.c= 96%

Formule brute: CsoH3aN304, Masse molaire499,62g.mof, MALDI-TOF :  500,2[M+H]'
RMN *H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 1,83 (quint, 2H, K, Jo.3 = Jr.i = 7THZ); 2,44 (t, 2H,
Hs, J3.2 = 7Hz); 2,66 (dd, 1H, kb, 2J = 15HZ, Jige10a= 12H2); 3,20 (dd, 1H, kg, 2 =
15Hz, Jigp-10a= 5HZz); 3,5-3,6 (m, 6H, Het Hy); 3,74 (s, 2x3H, OC§j; 3,97 (dd, 1H, hba
Jioa10 = 12Hz,Ji0a1g = 5Hz); 4,39 (d, 1H, B 2J = 17Hz); 4,99 (d, 1H, K% = 17Hz) ; 6,8-
6,9 (m, 4H, K Jg.5 = SHZz,Jg.¢ = 3HZ) 0 7,2-7,3 (m, 12H, & Ho, He, H7, Hg et |‘b)

RMN C 75MHz (CDCH), é(ppm) : 21,5 (G); 27,1 (Go); 33,3 (G); 37,8 (G); 46,4
(C3) ;50,8 (Gog ; 51,4 (OCH) ; 53,5 (G') ; 120,1-122,9-123,4-123,6-125,7-126,3,(C

b) Substitution par 2 groupements aliphatiques

(S)-2-[3-(bis(cyclohexylméthyl)amino)propyl]-10,10adihydro-5H-imidazol1,5-
blisoquinoléine-1,3-dione (62)

10
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A une solution de I'amin&1 (0,34mmol, 88mg,) dans 5mL de gH, préalablement séché
sur tamis moléculaire, sont ajoutés le cyclohexarmxaldéhyde (3eq, 0,12mL) et
NaHB(OACc) (3eq, 217mg). La réaction est agitée 4h a T.AL Brane solution aqueuse de
NaOH 1M sont ajoutés puis le milieu est agité 15amnA.. La phase aqueuse est extraite par
3x15mL de CHCI,. Les phases organiques sont réunies puis séchédySQ,. Le solvant

est évaporé, le résidu est purifié par chromatdgeapsur plagues de silice, éluant
AcOEt/Cyclohexane: 2/8. Le composé est obtenu &ouge d’huile (86mg).

Aspect :huile transpareni&kendement 56%

CCM (AcOEt/Cyclohexane : 2/&f=0,4

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 6,5min ; Rp.c= 98%

HPLC (C4, 40min) :tr = 15,9min ; Bp.c= 98%

Formule brute: CogH41N30,, Masse molaire:451,669.mo'f, MALDI-TOF : 452 2[M+HJ
RMN 'H 300MHz (CDCE), 8(ppm) : RMN *H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 0,7-0,9 (m, 4H,
Hea); 1,1-1,3 (M, 3H, Haet Hga): 1,3-1,5 (M, 2H, B); 1,6-1,8 (M, 12H, kl, Hre Hge et
Hy) : 2,08 (d, 2x2H, W, Jys = 7Hz) ; 2,36 (t, 2H, B, J3» = 7Hz) ; 2,82 (dd, 1H, ki, 2J =
16HZ,J10(1.10a: 12HZ); 3,27 (dd, 1H, tdﬁ, ZJ = 16HZ,Jloﬁ.1oa: 5HZ); 3,58 (t, 2H, H, Jyo =
7Hz); 4,06 (dd, 1H, ks Jioa-10. = 12HZ Ji0a1¢ = SHZ); 4,41 (d, 1H, H 2)=17Hz) ; 5,03 (d,
1H, Hs, 23 = 17Hz) ; 7,2-7,3 (M, 4H, ).
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RMN C 75MHz (CDC}), é(ppm) : 28,8 et 29,4 (€ et G) ; 33,6 (Go) ; 34,7 (G) ; 38,7
(Cs) ;40,2 (G) ; 44,1 (G); 54,2 (Goy ; 55,1 (G) ; 64,8 (G) ; 129,3-129,9-132,0 (&)

(S)-2-(3-diisobutylaminopropyl)-10.10a-dihydro-31-imidazo[1,5-blisoquinoléine-1,3-
dione (63)

10
Ha, ,HB O
"4 10a 1

3oy .
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L’amine 51 (0,44mmol, 115,2mg) est dissoute dans 5mL deGItHpréalablement séché sur
tamis moléculaire. L’isobutyraldéhyde (3eq, 0,12)rmet. NaBH(OAc) (3eq, 281,9mg¥ont
ajoutés et le milieu est mis sous atmosphére déadat réaction est agitée 7h a T.A.. 7mL
d’'une solution aqueuse de NaOH 1M sont ajoutésmileeu est agité 15min. La phase
agueuse est extraite avec 3x20mL deClkH Les phases organiques sont réunies puis séchées
sur MgSQ. Le solvant est évaporé et le résidu purifié gaomatographie sur plagues de
silice, éluant : CHCI,/MeOH : 98/2. Le composé est obtenu sous formeil@'ifd2mg).

Aspect :huile transpareni&kendement 48%

CCM (AcOEt/Cyclohexane : 5/%f = 0,8

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,7min ; Rp.c= 98%

HPLC (C4, 40min) :tr = 12,1min ; Bp.c= 98%

Formule brute: C,5H33N30,, Masse molaire371,53 g.mot, MALDI-TOF : 372,3[M+H]
RMN 'H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 0,8-0,9 (m, 12H, K); 1,6-1,7 (m, 4H, H et Hy);
2,05(d, 4H, K. Js5 = 7Hz); 2,39 (t, 2H, K, J3.o = 7HZ); 2,81 (dd, 1H, kb, 2J = 15HZ,J10,
10a= 12Hz); 3,27 (dd, 1H, g, 2) = 15Hz,J1-10a= 5HZz); 3,5-3,6 (M, 2H, H Jy» = 7Hz);
4,41 (dd, 1H, Hoa Ji0a1e = 12HZ, Ji0a1g = 5Hz); 4,41 (d, 1H, K °J = 17Hz); 5,03 (d, 1H,
Hs, 23 = 17Hz) ; 7,2-7,3 (M, 4H, 1)

RMN **C 75MHz (CDC}), 6(ppm) : 20,8 (G); 25,9 (G'); 26,4 (G) ; 30,8 (Go) ; 37,4 (G') ;
41,5 (G) : 52,5 (G) ;: 54,5 (Goy ; 63,7 (G) ; 126,5-127,0-127,2-129,3 {Q

(S)-2-(3-diéthylaminopropyl)-10,10a-dihydro-31-imidazo[1,5-blisoquinoléine-1,3-dione
(64)

10
Ha, ,HB O
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L’amine 51 (0,39mmol, 103mg) est dissoute dans 7mL de@Hpréalablement séché sur
tamis moléculaire. L'acétaldéhyde (3eq, 0,068mLNaBH(OAc) (3eq, 253mg$ont ajoutés

et le milieu est placé sous atmosphere d’azoteéhation est agitée 7h a T.A.. 7mL d’'une
solution aqueuse de NaOH 1M sont ajoutés. Le mésuagité 15min. La phase agueuse est
extraite avec 3x20mL de GHI,. Les phases organiques sont réunies puis séclees s
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MgSQ.. Le solvant est évaporé et le résidu purifié gapmatographie sur plaques de silice,
éluant : AcOEt/MeOH : 94/6. Le composé est obteausgorme d’huile (32mg).

Aspect :huile transparent&kendement 26%

CCM (AcOEt/MeOH : 94/6Rf = 0,2

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 3,9min ; Bp .c= 98%

HPLC (C4, 40min) :tr = 10,7min ; Bp.c= 98%

Formule brute: C1gH2sN30,, Masse molaire315.42 g.mot, MALDI-TOF :  316,1 [M+H]
RMN *H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 1,01 (t, 6H, H, Js.a = 7Hz):1,82 (quint, 2H, b, Jy.1
= Jy.y = THz); 2,5-2,6 (M, 6H, ket Hy); 2,82 (dd, 1H, by, 2 = 15HZ,J100.10a= 12Hz); 3,27
(dd, 1H, H.Oﬁ, 2J = 15HZ,J1q3.10a: 5HZ,); 3,60 (t, 2H, H, J]_'.z' = 7HZ); 4,07 (dd, lH, hba
Jioa10 = 12Hz,Ji0a1 = 5Hz); 4,42 (d, 1H, B 23 = 17Hz); 5,00 (d, 1H, K2 = 17Hz) ; 7,1-
7,3 (m, 4H, Hyo)

RMN *3C 75MHz (CDCH), 6(ppm) : 14,1 (G); 28,1 (G); 33,3 (Go); 40,0 (G) ; 44,1 (G) ;
49,2 (G) ;52,8 (@G); 57,3 (Gog ; 129,3-129,8 (&)

2.3. Evaluation du petit groupement sur I'azote pro tonable
0
Clry
N\X< L
o)

(S)-2-(3-benzylaminopropyl)-10,10a-dihydro-5l-imidazo[1,5-blisoquinoléine-1,3-dione

(65)
10
O
| N/\/\H/\©
;
7Y,

A une solution de I'aminél (1,61mmol, 418mg) dans 10mL @El,, sont ajoutés le
benzaldéhyde (1,1eq, 0,18mL), la TEA (0,4eq, 0,0pmil du tamis moléculaire 3A. Le
milieu réactionnel est agité pendant 3h, ensuitsilrefroidi a 0°C et NaBH5eq, 305mg)
est ajouté par petites portions. La réaction eséag T.A. pendant 1h30. 10mL d® sont
ajoutés. Apres filtration, la phase aqueuse estigxtavec 3x10mL de CIEl,. Les phases
organiques sont réunies puis séchées sur MgS®solvant est évaporé et le résidu purifié
par chromatographie sur plaques de silice, élu&@tt;Cl,/MeOH : 95/5. Le composé est
obtenu sous forme d’huile (119mg).

Aspect :huile transpareni&kendement 21%

CCM (CHCI,/MeOH : 95/5)Rf = 0,4

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,7min ; Rp.c = 98%

Formule brute: Co1H23N30,, Masse molaire349,44 g.mot, MALDI-TOF :  350,2[M+H]"
RMN *H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 1,86 (quint, 2H, K, Jr.3 = Jy.p = 7Hz); 2,63 (t, 2H,
Hz, k> = 7THz); 2,6-2,7 (M, 1H, K,); 3,19 (dd, 1H, g, %) = 15Hz, Jip-10a= SHZ); 3,63
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(t, 2H, Hy, Jiyo = 7HZ); 3,76 (S, 2H, H); 4,03 (dd, 1H, kb Ji0a-10. = lZHZ,JlOa.qu: 5HZ);
4,37 (d, 1H, H, 23 = 17Hz); 4,98 (d, 1H, H%J = 17Hz) ; 7,2-7,3 (m, 9H, )

RMN *°C 75MHz (CDC}), o(ppm) : 27,9 (G); 30,7 (Go); 36,5 (G); 41,5 (G); 45,7
(C3) ; 53,6 (G) ; 54,5 (Go ;126,5-126,9-127,1-127,2-128,2-128,3-129,3JC

(S)-2-[3-(benzyléthylamino)propyl]-10,10a-dihydro-H-imidazo[1,5-blisoquinoléine-1,3-
dione (66)

10
Ha) JHB O . .
"2 100 1 3 4
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e
5 Y :

L’amine 65 (0,29mmol, 100,6mg) et I'acétaldéhyde (2eq, 0,03Rsunt dissous dans 5mL de
CH.Cl,. La réaction est agité 15min a T.A.. NaBH(OAGeq, 296,7mggt I'acide acétique
glacial (1eq, 0,017mL) sont ajoutés et le miliet agité & T.A. une nuittmL de solution
agueuse de NaHGQM sont ajoutés. La phase aqueuse est extraite3®mL de CHCI..
Les phases organiques sont réunies puis séchéeddgS,. Le solvant est évaporé et le
résidu purifié par flash chromatographie éluantcOEKt/Hexane : 2/8 suivie par une
chromatographie sur plaques de silice, éluant ;GT#HAcCOEt/MeOH/NH,OH : 7/2,5/0,5/0,25
et. Le produit est obtenu sous forme d’huile (20mg)

Aspect :huile jaungRendement 18%

CCM (CH.CIy/MeOH : 95/5)Rf = 0,5

HPLC (TSK gel, 10min)tr = 4,1 min; Bp.c= 75%

HPLC (C4, 40min):tr = 14,1min; Bp.c= 92%

Formule brute: C,3H,7N30,, Masse molaire377,49 g.mdf, MALDI-TOF : 378,2[M+HJ
RMN *H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 1,03 (t, 3H, H, k.5 = 7Hz); 1,81 (quint, 2H, b, J».3
= Jy.p = THZ); 2,47 (t, 2H, K, J3.o = 7THZz); 2,49 (q, 2H, H, Js-¢ = 7HZ); 2,71 (dd, 1H, K,
2J = 15Hz, doe10a= 12Hz); 3,22 (dd, 1H, g, 2J = 15Hz, dp10a= 5Hz); 3,47 (s, 2H, k);
3,55 (t, 2H, H, Jyo = 7HZ); 4,03 (dd, 1H, Rs Jioa-1e = 12Hz, dOa-lQB: 5HZ); 4,40 (d, 1H,
Hs, 23 = 17Hz); 4,98 (d, 1H, %) = 17Hz) ; 7,1-7,3 (m, 9H, 1)

RMN *3C 75MHz (CDCH4), s(ppm) : 11,5 (G); 25,5 (G) ; 30,8 (Go) ; 37,1 (G) ; 41,5 (G) ;
47,0 (G); 50,1 (G); 54,5 (Goy ; 57,8 (G) ; 126,5-126,6-127,1-127,2-128,0-128,8-129,3
(Caro)

2-[3-(benzylisobutylamino)propyl]-10,10a-dihydro-84-imidazo[1,5-blisoquinoléine-1,3-
dione (67)

10
Hoa, ,HB O '
£ 10a 1 3

4
5 X< Y 5'
(e} 6
7
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L’amine 65 (0,33mmol, 349,4mgq) et l'isobutyraldéhyde (1eq,30/@L) sont dissous dans
5mL de CHCI,, préalablement séché sur tamis moléculdieeréaction est agitée 1h a T.A.
sous atmosphére d’azote. NaBH(OA(eq, 211,94mget I'acide acétique glacial (1leq,
0,019mL) sont ajoutés a 0°C et le milieu est a@ifeA. une nuitbmL de solution aqueuse de
NaHCG; 1M sont ajoutés. La phase aqueuse est extraite3d®mL de CHCl,. Les phases
organiques sont réunies puis séchées sur MgS®solvant est évaporé et le résidu purifié
par 2 chromatographise sur plaques de silice, €lua@HCl/MeOH : 95/5 et
CH.CI,/AcOEt/MeOH : 7/2,5/0,5. Le produit est obtenu starme d’huile (32mg).

Aspect :huile transparent&kendement 24%

CCM (CH.CI,/MeOH : 95/5)Rf = 0,8

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 5,0min ; Bp .c= 98%

HPLC (C4, 40min) :tr = 12,6min ; Bp.c= 98%

Formule brute: CosH3:N30,, Masse molaire405,54 g.mot, MALDI-TOF :  406,3[M+H]'
RMN *H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 0,89 (d, 6H, H, Jr.g = 7Hz); 1,7-1,8 (m, 3H, ket
H); 1,16 (d, 2H, K. Js.s = 7Hz); 2,39 (t, 2H, K, J3. = 7Hz); 2,68 (dd, 1H, kK, 2J =
15HZ, J105-10a= 12HZ); 3,20 (dd, 1H, Hg, °J = 15Hz,d10p-10a= 5Hz); 3,50 (s, 2H, ki); 3,55 (t,
2H, H]_" Jpo = 7HZ); 3,99 (dd, 1H, s Ji0a-1a = 12HZ,J10a_1qB: 5HZ); 4,38 (d, 1H, K ZJ =
17Hz); 4,99 (d, 1H, K2 = 17Hz) ; 7,1-7,3 (M, 9H, 4

RMN **C 75MHz (CDCH4), 6(ppm) : 21,0 (G); 25,8 (G); 26,5 (G) ; 31,0 (Go) ; 37,4 (G) ;
41,7 (G); 51,4 (G); 54,7 (God ; 59,2 (G); 62,7 (G); 126,8-127,3-127,5-128,2-129,0-
129,6 (Gro

2.4. Evaluation du petit groupement sur I'azote pro tonable

(S)-2-[3-(3,4-dihydro-H-isoquinoléin-2-yNpropyl]-10,10a-dihydro-3H-imidazo[1,5-
blisoguinoléine-1,3-dione (68)

10
9 HG, HB 6]

Le composeél0 (1,26mmol, 382mggst dissout dans un mélange acétone/HCI a 37%mil8/2
La réaction est agitée 1h a T.A.. Le solvant estpéw€, le résidu repris dans 20mL de
CH.Cl,. La phase organique est lavée avec 2x10mL dei@olatjueuse saturée de NaHCO
puis séchée sur MgS('aldéhyde ainsi obtenu quantitativement esiagtibans purification.
Celui-ci (1,1eq, 329mg) est dissout dans 30mL de@TH La tétrahydroisoquinoléine
(1 ,25mmol, 0,152mL) est ajoutée et le milieu aptéal5Smin & T.A.. Puis le NaBH(OAr)
(5eq, 1,229) et I'acide acétique glacial (1eq, OrBb) sont ajoutés. Le milieu est agité 1 nuit
a T.A.. 30mL de solution aqueuse de NaHQ® sont ajoutés. La phase agueuse est extraite
par 3x30mL CHCI,. Les phases organiques sont réunies et sechéklgSy. Le solvant est
évaporé, le résidu est purifié par 2 chromatogesphsur plaques de silice, éluant
CH.Cl,/MeOH : 95/5 et CHCIl,/AcCOEt/MeOH : 7,2/2/0,8. Le produit est obtenu séarsne
d’huile (168mg).
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Partie expérimentale

Aspect :huile transparent&kendement 39%

CCM (CH.CIx/MeOH : 9/1)Rf = 0,7

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,5min ; Rp.c= 95%

HPLC (C4, 40min) :tr = 16,5min ; Bp.c= 95%

Formule brute: C,3H25N30,, Masse molaire 375,47g.mo'f, MALDI-TOF :376,2 [M+H]
RMN *H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 1,94 (quint, 2H, ki, Jr.1 = Joz = 7THZ); 2,5-2,6 (m,
4H, Hy et Hy); 2,66 (dd, 1H, kb, 2J = 16HZ,J100-10a= 12HZ); 2,8-2,9 (m, 2H, 1) ; 3,16 (dd,
1H, Hiog, 2] = 16Hz,J108-10a= 5HZ); 3,5-3,6 (m, 2H, ¥)); 3,6-3,7 (m, 2H, H, Ji.» = 7THZ);
3,94 (dd, 1H, I_’Lba ‘JlOa-l@c: 12HZ,JlOa.1q3 = 5HZ); 4,30 (d, 1H, |5‘] ZJ = 17HZ) ; 4,98 (d, 1H,
Hs, 2J = 17Hz) ; 7,0-7,3 (m, 8H, 1)

RMN *C 75MHz (CDC}), 8(ppm) :25,1 (G) ; 28,9 (G) ; 30,5 (Go) ; 37,4 (G) ; 41,4

(Cs) ;50,8 (G') 54,4 (Gog) ; 55,7 (G); 55,9 (G) ; 125,4-129,3 (&0)

(S)-2-[3-(1,3-dihydroisoindol-2-yl)propyl]-10,10a-thydro-5H-imidazol[1,5-
blisogquinoléine-1,3-dione (69)

Le composél0 (1,02mmol, 308mgest dissout dans un mélange acétone/HCI a 37%mil8/2
La réaction est agitée 1h a T.A.. Le solvant estpéwe, le résidu repris dans 20mL de
CH.Cl,. La phase organique est lavée avec 2x10mL dei@olatjueuse saturée de NaHCO
puis séchée sur MgQ(L'aldéhyde ainsi obtenu quantitativement esisgisans purification.
Celui-ci (1,1eq, 264mg) est dissout dans 20mL de,GTH L’isoindoline (0,93mmol,
0,176mL) est ajoutée et le milieu agité 15min a.TRuis le NaBH(OA@) (5eq, 985mg) et
I'acide acétique glacial (1eq, 0,054mL) sont ajeutée milieu est agité 1 nuit a T.A.. 30mL
de solution aqueuse de NaHECTM sont ajoutés. La phase aqueuse est extraitexzamL
CH.Cl,. Les phases organigues sont réunies et séchéblSa;. Le solvant est évaporé, le
résidu est purifié par purifié par flash chromaggaie éluant ACOEY/PET : 3/7 suivie par une
chromatographie sur plaques de silice éluant ;G#MeOH : 95/5. Le produit est obtenu
sous forme d’huile (67mg).

Aspect :huile transparent&kendement 20%

CCM (AcOEt/MeOH : 92/8Rf = 0,6

HPLC (TSK gel, 10min)tr = 4,4min; RpLc= 96%

HPLC (C4, 40min):tr = 13,1min; Bp.c= 93%

Formule brute: C,,H23N30,, Masse molaire361,45 g.mot, MALDI-TOF : 362, 1[M+H]'
RMN *H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 1,93 (quint, 2H, K, Jr.3 = Joy' = 7HZ); 2,7-2,8 (m,
3H, Hy et Hig,); 3,20 (dd, 1H, kg, 23 = 15HZ,Jigp.10a= 5HZ); 3,69 (t, 2H, H, J» = 7HZ);
3,91 (S, 4H, |7ﬂ’), 4,02 (dd, 1H, kbs Ji0a-10, = lZHZ,JlOa.]_qB = 5HZ); 4,36 (d 1H, H 2J =
17Hz); 4,98 (d, 1H, § % = 17Hz) ; 7,1-7,3 (M, 8H, &)

RMN **C 75MHz (CDC4), é(ppm) :27,1 (G); 30,6 (Go); 37,2 (G); 41,5 (G); 53,4
(C3) ; 54,6 (Goy ;58,4 (&) ; 122,2-123,0-126,6-126,7-127,1-127,2-127,5-1.229,4 (Gro)
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Partie expérimentale

2.5. Introduction d’'un motif pipéridine et pipérazi ne.

a) Introduction d’un motif pipéridine.

SO

o

estertert-butyligue de I'acide (S)-3-(1-Benzylpipéridin-4-ytarbamoyl)-3,4-dihydro-1H-
isoguinoléine-2-carboxyligue (70)

0] Vo
10 10g, 416 4'
N N
NBoc
5

Le Boc-D-Tic-OH50 (5,20mmol, 1,449) est dissout dans 100mL de@# La DIEA (3eq,
2,7mL) est ajoutée. Puis I'HOBt (1,2eq, 843mg), BHJ (1,2eq, 2,379) et la
benzylpipéridine (5,20mmol, 2,99mL) sont ajoutég. Inilieu est agité 12h a T.A. sous
atmosphere d’azotéa phase organique est lavée avec 3x70mL d’undisolaqueuse de
NaHCG; 5% et 1x70mL d’une solution aqueuse saturée dd Biasechée sur MgSOApres
évaporation du solvant, le résidu est purifié gaomatographie sur plaques de silice, éluant
CH,CIy/MeOH : 95/5. Le composeé est obtenu sous forme sdlide blanc (1,689).

Aspect :solide blancRendement 72%

CCM (CH.CI,/MeOH : 95/5)Rf = 0,5

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 2,2min ; Rp.c= 69%

Formule brute: C,7H3sN303, Masse molaire449,60 g.mot, MALDI-TOF :  450,3[M+H]"
RMN *H 300MHz (CDC}), (ppm) : 1,2-1,3 (m, 2H, K); 1,46 (s, 9H, C(Ch)s); 1,7-1,8 (m,
2H, Hy); 2,0-2,1 (m, 2H, H); 2,5-2,6 (m, 2H, H); 3,0-3,2 (m, 2H, hb); 3,40 (s, 2H, H);
3,6-3,7 (m, 2H, H); 4,4-4,6 (m, 3H, Bet Hioy); 7,2-7,3 (M, 9H, k)

RMN *3C 75MHz (CDC}), 6(ppm) : 28,3 (C(CH)s) ; 32,0 (G') ; 32,3 (Go) ; 44,5 (G) ; 45,8
(Cr) ;51,9 (G) ; 56,9 (Goy ; 63,0 (G) ; 126,1-127,0-127,8-128,2-129,1(8

(S)-2-(1-benzylpipéridin-4-y)-10.10a-dihydro-5-imidazo[1,5-blisoquinoléine-1,3-dione
(71)
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Une solution du compos# (4,82mmol, 2,17g) dans 10mL d’'un mélange,CHTFA : 6/4

est agitée a T.A. pendant 1h. La réaction esteswni HPLC. Le solvant est évaporé a l'aide
d’'une pompe a palette.

Le produit est ensuite dissout dans 50mL de THFDLEA (3eq, 2,52mL) est ajoutée et le
milieu agité 10min a T.A.. Le CDI (3eq, 2,359) agiuté et le milieu est chauffé a reflux une
nuit. La réaction est suivie en HPLC. Le solvartémporé. Le résidu est ensuite repris dans
100mL d’AcOEt et la phase organique lavée avec 2W5@'une solution aqueuse de
NaHCG; 5% et 1x50mL d’une solution aqueuse saturée de Hagdchée sur MgSQOAprés
évaporation du solvant, le résidu est purifié pdastf chromatographie, éluant
AcOEt/Cyclohexane : 3/7. Le composé est obtenu &ouge d’'un solide blanc (1,0g9).

Aspect :solide blancRendement 55%

CCM (CH.CIy/MeOH : 98/2)Rf = 0,5

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,8min ; Rp.c= 98%

HPLC (C4, 40min) :tr =11,0min ; Bp.c=99 %

Formule brute: C,3H,5Ns0,, Masse molaire375,47 g.mot, ES-MS : 376,2[M+H]

RMN *H 300MHz (CDC}), (ppm) : 1,6-1,7 (M, 2H, bkq); 2,06 (td, 2H, Hax, 2J = Jzax 2ax

= 12Hz,J3ax-2eq'= 2HZ); 2,50 (qd, 2H, Ky, 2= Joax-3ax = Joax-1ax = 12HZ,oax-3eq= 3HZ);

2,81 (dd, 1H, Hy, 2J = 16HZ,Ji0..10a= 12Hz); 2,9-3,0 (M, 2H, Ky, 2 = 12Hz); 3,24 (dd,
1H, H]_qg, 2J = 15HZ,J1q3.1Oa: 5HZ); 3,52 (S, 2H, H); 3,9-4,0 (m, 2H, H et |_|l0a,\]10a-lﬁh =

12Hz, Jioa1g = 5HZz); 4,39 (d, 1H, K 2= 16Hz); 4,99 (d, 1H, K 2J = 16Hz); 7,2-7,4 (m,
9H, Harg

RMN **C 75MHz (CDC}), 6(ppm) : 31,1 (G); 33,4 (Go) ; 44,1 (G); 52,6 (G); 55,4
(C3) ; 56,7 (Gog ; 65,2 (G') ;129,1-129,4-129,7-129,8-130,7-131,5-131 Q)C

(S)-2-pipéridin-4-yl-10,10a-dihydro-5H-imidazo[1,5blisoquinoléine-1,3-dione (72)

10
Ho, JHB O 5 4

“£ 10a '
1
N NH
N\<
5 o)

A une solution du composél (2,64mmol, 990mg) dans 30mL de MeOH, préalablement
séché sur tamis moléculaire, sont ajoutés le Pdi& 10,3eq, 84mg) et le formiate
d’ammonium (3eq, 499mg). Le milieu est chauffé furesous atmosphere d’azote pendant
5h. Puis il est filtré sur célite et celle-ci lavédeec 200mL de CHLl,. Aprés évaporation du
solvant, le résidu est purifié par flash chromaapbie, éluant CkCl,/MeOH : 9/1. Le
composé est obtenu sous forme d’un solide blan@nig.

Aspect :solide blancRendement 99%

CCM (CH.CIy/MeOH : 8/2)Rf = 0,2

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 3,7min ; Bp .c= 90%

Formule brute: C16H19N30,, Masse molaire285,36 g.mot, ES-MS : 286,19[M+H]

RMN *H 300MHz (CDC}), 6(ppm)1,6-1,7 (M, 2H, bkq); 2,2-2,3 (M, 2H, bhy, 2J = Joax-3ax

= Joax-1ax = 12Hz 12HZ Joax-3eq = 2HZ); 2,62 (td, 2H, Ehy, 2= Jzax-2ax = 12HZ,J3ax-2eq =
2Hz); 2,75 (dd, 1H, kb, 2J = 16Hz, Jig,10a= 12Hz); 3,1-3,2 (M, 2H, H,); 3,18 (dd, 1H,
H]_qg, 2J = 15HZ,J;|_q3-10a: 5HZ); 3,96 (dd, 1H, Ma,JIOa-lﬁh: lZHZ,JlOa-lqu 5HZ); 3,1-4,1 (m,
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1H, Hia, Jiax-2ax = 12Hz); 4,34 (d, 1H, K2 = 17Hz); 4,95 (d, 1H, §2J = 17Hz); 7,1-7,2
(m1 9H1 I_bl’O)

RMN °C 75MHz (CDC}), a(ppm) : 29,90 (G); 30,9 (Go) ; 41,6 (G); 46,0 (G); 49,7
(Cr) ; 54,1 (Gog ; 126,6-127,2-127,3-129,446)

(S)-2-(1-(cyclohexylméthypipéridin-4-yl)-10,10a-thydro-5H-imidazo[1,5-
blisogquinoléine-1,3-dione (73)

10
9H(x," HB O 2 3
10a
5 g
7 NK<
6 5 o) 7
g

L’amine 72 (0,55mmol, 157mg) et le cyclohexanecarboxaldéhgdeef), 0,1mL) sont dissous
dans 5mL de CCl,. La réaction est agitée 15 min a T.A.. Le NaBH(QA#)5eq, 174mg)
est ajouté et le milieu est agité a T.A. une rietsolvant est évaporé et le résidu purifié par
chromatographie sur plaques de silice, éluant ;GT}#MeOH : 95/5. Le composé est obtenu
sous forme d’un solide blanc (122mg).

Aspect :solide blancRendement 58%

CCM (CH.Cl,/MeOH :96/4 Rf = 0,3

HPLC (TSK gel, 10min) ir = 4,9min ; Bp .c= 99%

HPLC (C4, 40min) :tr = 11,4min ; Bp.c= 99%

Formule brute: C,3H3:N30,, Masse molaire381,52 g.mot, ES-MS : 382,2[M+H]

RMN *H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 0,8-0,9 (m, 2H, H, 2J = J7.g = Jrg = 12HZ); 1,0-1,1
(m, 3H, H et H); 1,4-1,5 (m, 1H, H); 1,5-1,9 (M, 7H, bkq, He, H7 et Hg); 2,0-2,1 (m,
2H, Heax); 2,16 (d, 2H, B, Jys = 7THZ); 2,4-2,6 (qd, 2H, Hy, 2 = Joax-1ax = Joax-3ax =
12HZ, Joax-3eq = 4Hz); 2,72 (dd, 1H, , 23 = 16Hz,Ji00.10a= 12HZ); 2,9-3,1 (M, 2H, kK,
?J = 12Hz); 3,19 (dd, 1H, ks, 2 = 15HZ, Jigp-10a= 5HZ); 3,8-4,0 (M, 1H, By, Jiax-2ax =
12Hz); 3,96 (dd, 1H, ks Jioa1a = 12Hz,J10a1¢ = 5HZ); 4,33 (d, 1H, K 2 = 16Hz); 4,94 (d,
1H, Hs, 23 = 16Hz) ; 7,1-7,2 (m, 4H, 1)

RMN *°C 75MHz (CDC}), o(ppm) : 29,1 (G); 29,7 (G); 30,9 (G); 33,9 (Go ; 34,8
(Cr); 381 (G); 44,6 (G); 52,8 (G); 56,2 (&) ; 57,2 (God ; 67,5 (G); 129,6-130,2-
130,3-132,4 (G0

(S)-2-[1-(4-fluorobenzyl)pipéridin-4-yl]-10,10a-dihydro-5H-imidazo[1,5-blisoquinoléine-
1,3-dione (74)

g Ha, HB ;) 2 3
L 10a
8 1 4
N N N 5
7 j<
6 5 o) 6
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L’amine 72 (0,23mmol, 66mg) et le 4-tert-butylbenzaldéhydéé€t), 0,036mL) sont dissous
dans 2mL de CKCl,. La réaction est agité 15min a T.A.. Le NaBH(OA@),5eq, 72mggst
ajouté et le milieu est agité a T.A. une nli solvant est évaporé et le résidu purifié par
chromatographie sur plagues de silice, éluant ;GT#AcOEt/MeOH : 6,5/3/0,5. Le composé
est obtenu sous forme d’un solide blanc (53mg).

Aspect :solide blancRendement 59%

CCM (CHCI,/MeOH : 96/4 Rf = 0,6

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,7min ; Rp.c= 99%

HPLC (C4, 40min) :tr = 21,8min ; Bp.c= 96%

Formule brute: C,3H24FNsO,, Masse molaire393,47 g.mot, MALDI-TOF : 394, 1[M+H]
RMN *H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 1,6-1,7 (m, 2H, bty); 2,04 (td, 2H, Hay, 2] = J3ax-2ax
= 12Hz,J3ax-2eq' = 2HZ); 2,51 (qd, 2H, by, 2= Joax-3ax = Joax-1ax = 12HZ, Joax-3eq = 3HZ);
2,81 (dd, 1H, H, 2 = 16HZ,J100.10a= 12HZ); 2,9-3,0 (M, 2H, o, 2) = 12Hz); 3,26 (dd, 1H,
HlOB’ 2J = 15HZ,J103.10a: 5HZ); 3,48 (S, 2H, H); 3,9-34 (m, 1H, Kby, Jiax-sax = 12HZ); 4,01
(dd, 1H, HoaJi0a-1¢ = 5HZ,J10a-10. = 12HZ); 4,39 (d, 1H, K 2J = 16Hz); 5,00 (d, 1H, H%J =
16HZ); 6,9-7,1 (m, 2H, HJG’-S’ = 9HZ,JG'-6' = 2HZ) X 7,2-7,4 (m, 6H, H, Hg', He, H7, Hg et
Ho)

RMN *°C 75MHz (CDC}), o(ppm) : 30,8 (G); 33,3 (Go); 43,9 (G); 52,3 (G); 55,3
(Cs) ;56,6 (Gog ; 64,2 (G) ;117,2 (G); 129,0-129,6-129,7-131,8-132,7-132,8 (Cy, Cs,
Cr, GetG)

(S)-2-[1-(4-méthylbenzyl)pipéridin-4-yl]-10,10a-dilydro-5H-imidazo[1,5-
blisoquinoléine-1,3-dione (75)

10
Ha ,HB O v
2 10a / 2" 3
1 !
N N 4
NK<
S o)

L’amine 72 (0,84mmol, 240mg) et le p-tolualdéhyde (1,5eq, Mipsont dissous dans 2mL
de CHCIl,. La réaction est agité 15min a T.A.. Le NaBH(OA@),5eq, 268mggst ajouté et

le milieu est agité a T.A. une nuite solvant est évaporé et le résidu purifié par
chromatographie sur plaques de silice, éluant ;G#MeOH : 95/5. Le composé est obtenu
sous forme d’un solide blanc (121mg).

Aspect :solide blancRendement 37%

CCM (CH.CIy/MeOH : 95/ Rf = 0,3

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,8min ; Rp.c= 98%

HPLC (C4, 40min) :tr = 3,3min ; Bp.c= 99%

Formule brute: C,4H,7NsO,, Masse molaire389,50 g.mot, ES-MS : 390, 1[M+H]

RMN 'H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 1,6-1,7 (m, 2H, b, 2 = 12Hz); 2,19 (td, 2H, ki,
2] = Jaax-2ax = 12HZ,Jsax2ex = 2HZ); 2,35 (s, 3H, CH); 2,59 (qd, 2H, bhy, 2 = Joax-3ax =
Doax-1ax = 12Hz, Joax-3eq¢ = 3HZ); 2,81 (dd, 1H, I, 2) = 16HZz, hgp-10a= 12Hz); 3,0-3,1 (m,
2H, Hseq, 2J = 12H2); 3,26 (dd, 1H, Hg, °J = 15Hz,J10p-10a= 5Hz); 3,50 (s, 2H, K); 3,9-4,1
(m, 1H, Hl.a’, Jlax’—2ax’= 12HZ), 4,01 (dd, 1H, tda’\]loa_]_m: 12HZ,J10a_1q3= 5HZ); 5,01 (d, 1H,
Hs, 2 = 16Hz); 7,1-7,3 (m, 2H, &)
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RMN *°C 75MHz (CDC}), é(ppm) : 24,1 (CH) ; 30,7 (G); 33,8 (Go) ; 44,6 (G); 52,4
(Cy) ;55,1 (G) ;57,1 (Goy ; 64,2 (G) ;129,6-130,2-130,3-132,0-132,4-132,5{C

(S)-2-[1-(4-méthoxybenzyl)pipéridin-4-yl]-10,10a-diydro-5H-imidazo[1,5-
blisoguinoléine-1,3-dione (76)

10 o
9 HO(/,,’ ';)B I 2 3
a
8 1 &
N N -
6 5 0 6'

OMe

L’amine 72 (0,216mmol, 46,5mQ) et le 4-méthoxybenzaldéhydeed,,®,03mL) sont dissous
dans 2mL de CKCl,. La réaction est agité 15min a T.A.. Le NaBH(OA@),5eq, 51mggst
ajouté et le milieu est agité a T.A. une nli solvant est évaporé et le résidu purifié par
chromatographie sur plagues de silice, éluant ;GT#AcOEt/MeOH : 6/3,5/0,5. Le composé
est obtenu sous forme d’un solide blanc (22mg).

Aspect :solide blancRendement 34%

CCM (CH.CIy/AcOEt/MeOH : 6/3,5/0,pRf = 0,3

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,9min ; Rp.c= 98%

HPLC (C4, 40min) :tr = 3,7min ; Bp.c= 99%

Formule brute: C,4H,7N30s, Masse molaire405,50 g.mot, ES-MS : 406,2[M+H]

RMN *H 300MHz (CDC}), 6(ppm) :1,5-1,6 (m, 2H, btg); 1,97 (td, 2H, Ha, 2] = Jyax-2ax =
12HZ, Jsax-2eq = 2HZ); 2,44 (qd, 2H, b, 2 = Joax-3ax = Joax-1ax = 12Hz,% = 3Hz); 2,73
(dd, 1H, Hgy 23 = 16HZ, Jigy10a= 12HZ); 2,9-3,0 (m, 2H, Hy, ) = 12Hz); 3,18 (dd, 1H,
H]_qg, ZJ: lSHZ,Jloﬁ-loa: 5HZ); 3,39 (S, 2H, H); 3,73 (S, 3H, OC[;'); 3,8-4,0 (m, 1H, Ky,
Jlax’—ZaX’: 12HZ), 3,93 (dd, 1H, !_'da’JJ_Oa_]_Ql = 12HZ,J]_0a_1q3 = 5HZ); 4,31 (d, 1H, L‘l ZJ =
16Hz); 4,93 (d, 1H, K 2= 16Hz); 6,7-6,8 (m, 2H, ¥lJs5 = 9HZ,Je.s = 3HZ) ; 7,1-7,2 (M,
6H, H5', Hg', HG, H7, Hg et H))

RMN *C 75MHz (CDCH), o(ppm) : 31,0 (G); 33,5 (Go); 44,1 (G); 52,6 (G); 55,3
(C3) ; 56,7 (Goy ; 57,8 (OCH) ; 64,4(G) ; 116,1(G); 129,2-129,7-129,8-131,9-132,%C
Co, G, G, Gget G)

(S)-2-[1-(4-nitrobenzypipéridin-4-yl]-10,10a-dihydro-5H-imidazo[1,5-blisoguinoléine-
1,3-dione (77)
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Partie expérimentale

L’amine 72 (0,81mmol, 231mg) et le 4-nitrobenzaldéhyde (1,388mg) sont dissous dans
2mL de CHCI,. La réaction est agité 15min a T.A.. Le NaBH(OA(,5eq, 258mgest
ajouté et le milieu est agité a T.A. une nli solvant est évaporé et le résidu purifié par
chromatographie sur plaques de silice, éluant ;GI#MeOH : 98/2. Le composé est obtenu
sous forme d’un solide jaune (364mg).

Aspect :solide jaungRendement 94%

CCM (CHCI/MeOH : 95/ Rf = 0,5

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,7min ; Rp.c= 98%

HPLC (C4, 40min) :tr = 10,2min ; Bp.c= 98%

Formule brute: Co3H.4FN4O4, Masse molaire420,47 g.mot, ES-MS : 421, 2[M+H]'

RMN 'H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 1,6-1,7 (M, 2H, bkq. 2J = 12Hz); 2,14 (td, 2H, ki,

Jaax-2ax = 20 = 12HZ, Jaax-2eq =3H2z); 2,55 (qd, 2H, bhe, °J = Joax-zax = Joax1ax = 12Hz,
Joax-zeq = 3Hz); 2,81 (dd, 1H, kK, 2J = 16Hz, Jigs10a = 12Hz); 2,9-3,0 (M, 2H, Hq,

?J = 12Hz); 3,26 (dd, 1H, H, 2 = 15HZz,Jip-10a= 5HZ); 3,62 (s, 2H, K); 3,9-4,0 (m, 1H,
H1ax, J1ax-2ax = 12HZ), 4,03 (dd, 1H, tda,JIOa—le: 12HZ,J]_0a_1q3: 5HZ); 4,39 (d, 1H, H ZJ =

16Hz); 5,00 (d, 1H, H 2] = 16Hz); 7,2-7,3 (m, 4H, §IH;, Hget Hy) ; 7,5-7,6 (d, 2H, K, Js-

5 =9Hz) ; 8,1-8,2 (m, 2H, ¥l J5.¢ = 9HZ,J5.5 = 2HZ)

RMN **C 75MHz (CDC}), o(ppm) : 31,4 (G); 33,9 (Go); 44,6 (G); 52,6 (G); 56,0
(Cs) ;57,2 (Gog ; 64,6 (G) ;126,5 (G); 129,6-130,2-130,3 (C7, CGset ) 132,4 (G)

(S)-2-[1-(41ert-butylbenzyl)pipéridin-4-yl]-10,10a-dihydro-5H-imidazo[1,5-
blisoguinoléine-1,3-dione (78)

L’amine 72 (0,18mmol, 53mg) et le 4-tert-butylbenzaldéhyd&€t), 0,046mL) sont dissous
dans 2mL de CkCl,. La réaction est agité 15min a T.A.. Le NaBH(OA@),5eq, 59mggst
ajouté et le milieu est agité a T.A. une nli. solvant est évaporé et le résidu purifié par
chromatographie sur plaques de silice, éluant ;GT#AcOEt/MeOH : 6/3,5/0,5. Le composé
est obtenu sous forme d’un solide blanc (23mg).

Aspect :solide blancRendement 28%

CCM (CH.CI,/AcOEt/MeOH : 6/3,5/0,pRf = 0,3

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 6,0min ; Bp.c= 97%

HPLC (C4, 40min) :tr = 13,5min ; Bp.c= 97%

Formule brute: C,7H33N30,, Masse molaire431,58 g.mot, ES-MS : 432,2[M+H]

RMN 'H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 1,25 (s, 9H, C(CH3); 1,5-1,6 (M, 2H, bk %) =12Hz);
2,0-2,1 (M, 2H, hhy, 23 = Jsax-zax = 12H2); 2,45 (qd, 2H, Hye, 2 = Joax-sax = Joax-1ax =
12HZ, Joax-3eq = 4H2); 2,73 (dd, 1H, b, 2J = 16HZ,d10-10a= 12H2); 2,9-3,0 (M, 2H, g, 2
= 12Hz); 3,19 (dd, 1H, kg, 2 = 15Hz,Ji0.10a= 5HZ); 3,43 (s, 2H, kf); 3,9-4,0 (m, 1H,
Hiax, Jiax-2ax = 12HZ); 3,94 (dd, 1H, tda,JlOa-lCm: 12HZ,J10a.1q3: 5HZ); 4,32 (d, 1H, K 2J =
16Hz); 4,94 (d, 1H, § % = 16Hz); 7,1-7,3 (m, 8H, &)
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Partie expérimentale

RMN *C 75MHz (CDC4), o(ppm) : 31,0 (G); 33,3 (Go); 33,7 (CH); 43,9 (G); 52,5
(C1) ;55,3 (G) ;56,5 (Goa ; 64,7 (G) ;127,4-129,0-129,5-129,7-131,1-131,8C

b) Introduction d’'un motif pipérazine.

O
/
QOO

o

(S)-2-[3-(4-phénylpipérazin-1-yl)propyl]-10,10a-dilydro-5H-imidazo[1,5-
blisogquinoléine-1,3-dione (79)

. . 4 5 6 7
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Le composé0 (0,48mmol, 145mg) est dissout dans 20mL d'un mélange
acétone/HG), :18/2. La réaction est agitée 1h a T.A.. Le sdl\emt évaporé, le résidu repris
dans 20mL de C}Cl,. La phase organique est lavée avec 2x10mL d'uhgico aqueuse
saturée de NaHC{puis séchée sur Mg30OL'aldéhyde ainsi obtenu quantitativement est
utilisé sans purification. Celui-ci (1,1eq, 0,48mjnest dissout dans 15mL de gEl,. La
phénylpipérazin€0,44mmol, 0,067mL) est ajoutée et le milieu estéatbmin a T.A.. Puis le
NaBH(OAc) (5eq, 465mg) et I'acide acétique glacial (1eq2BriL) sont ajoutés. Le milieu
est agité 1 nuit a T.A.. 30mL d’une solution aqeesaturée de NaHGQAM sont ajoutés. La
phase aqueuse est extraite par 2x30mL deQGHLes phases organiques sont réunies et
séchées sur MgSOLe solvant est évaporé et le résidu est puriéié ghromatographie sur
plagues de silice, éluant : @El,/MeOH : 95/5. Le composé est obtenu sous formeil@’hu
(85mg).

Aspect :huile orangeRendement 44%

CCM (CHCI,/MeOH : 95/5)Rf = 0,4

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,9min ; Rp.c= 95%

HPLC (C4, 40min) :tr = 11,1min ; Bpi.c= 99%

Formule brute: C,4H2gN4O,, Masse molaire404,52 g.mot, ES-MS : 405,2[M+H]

RMN 'H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 1,88 (quint, 2H, K, Jr.s = Jy.y = 7HZ); 2,47 (t, 2H,
H3', J3'.2' = 7HZ); 2,5-2,6 (m, 4H, H, J4'.5' = 5HZ); 2,84 (dd, 1H, H)a, 2J = 15HZ,J10(1.10a:
12Hz,); 3,1-3,2 (m, 4H, ¥l Js.4 = 5Hz); 3,27 (dd, 1H, kg, 2] = 15Hz,J1-10a= 5HZz); 3,65
(t, 2H, Hy, Jyo = 7HZ); 4,06 (dd, 1H, H)a,‘]loa-lﬁhz 12Hz, JOa-lQB: 5HZ); 4,41 (d, 1H, K ZJ
= 17Hz); 5,02 (d, 1H, K 2J = 17Hz); 6,84 (td, 1H, bl Jg-7 = 7HZ, Js-s = 1HzZ) ; 6,90 (td,
2H, He Jo.7 = THZ,Js.8 = Js.6 = 1HZ) 0 7,2-7,3 (m, 6H, 1 Hes, H7, Hg et |‘b)

RMN *3C 75MHz (CDC}), 6(ppm) : 27,7 (G) ; 33,3 (Go) ; 39,7 (G); 44,0 (G); 51,5
(Cs) ; 55,5 (G) ; 57,0 (Goa ; 58,2 (G) ; 118,3 (G); 122,0 (G); 129,0-129,6-129,7-131,4-
131,8 (Grd)
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Partie expérimentale

(S)-2-{3-[4-(4-fluorophényl) pipérazin-1-vllpropyl}-10,10a-dihydro-54-imidazo[1,5-
blisogquinoléine-1,3-dione (80)
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Le compos&0 (0,38mmol, 115mggst dissout dans un mélange acétonesH£18/2mL. La
réaction est agitée 1h a T.A.. Le solvant est ésgde résidu repris dans 20mL de .

La phase organique est lavée avec 2x10mL d’'undignlagueuse saturée de NaHQ#is
séchée sur MgSPO L’aldéhyde ainsi obtenu quantitativement estisdilsans purification.
Celui-ci (1,1eq, 0,38mmol) est dissout dans 16mL,ClH 1-(4-fluorophényl)pipérazine
(0,34mmol, 62mg) est ajoutée et le milieu est abfdnin a T.A.. Puis le NaBH(OAg)5eq,
366mg) et l'acide acétique glacial (1eq, 0,021mhntsajoutés. Le milieu est agité 1 nuit a
T.A.. 30mL d’'une solution aqueuse saturée de NafiO® sont ajoutés. La phase aqueuse
est extraite par 2x30mL GBl,. Les phases organiques sont réunies et séchéasgSo,.

Le solvant est évaporé et le résidu est purifié ggmpmatographie sur plagues de silice,
éluant : CHCI,/MeOH : 95/5. Le composé est obtenu sous formeild’if29mg).

Aspect :huile jaungRendement 20%

CCM (CHCI,/MeOH : 95/5)Rf = 0,4

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,9min ; Rp.c= 99%

HPLC (C4, 40min) :tr = 22,4min ; BpL.c= 95%

Formule brute: Co4H,7FN,O,, Masse molaire422,51 g.md’r, ES-MS: 423,2[M+H]'

RMN 'H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 1,83 (quint, 2H, K, Jr.s = Jy.y = 7HZ); 2,42 (t, 2H,
Hg, J3» = 7THZ); 2,5-2,6 (M, 4H, K, Jys = 5Hz); 2,78 (dd, 1H, Iy, 2 = 15HZ, Ji0s-10a=
12Hz,); 3,0-3,1 (m, 4H, ¥l Js.4 = 5Hz); 3,20 (dd, 1H, ki, 2] = 15Hz,J18-10a= 5HZz); 3,59
(t, 2H, Hl', J3'.2' = 7HZ); 4,03 (dd, 1H, H)a,‘]loa-lﬁhz 12HZ, JOa-lQB: 5HZ); 4,43 (d, 1H, |5‘] ZJ
= 17Hz); 4,97 (d, 1H, %) = 17Hz); 6,7-6,9 (M, 4H, Het Hy) ; 7,1-7,2 (m, 4H, & Hy, Hg
et Hy)

RMN *C 75MHz (CDCH), o(ppm) : 27,7 (G) ; 33,3 (Go); 39,7 (G); 44,0 (G); 51,5
(Cs); 55,5 (G); 57,0 (Gog ; 58,2 (G) ; 118,3 (G); 122,0 (G); 129,0-129,6-129,7-131,4-
131,8 (Gro)

(S)-2-[3-(4p-tolylpipérazin-1-ypropyl]-10,10a-dihydro-5H-imidazo[1,5-blisoquinoléine-
1,3-dione (81)
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Le compos&0 (0,48mmol, 145mgegst dissout dans un mélange acétonesH£18/2mL. La
réaction est agitée 1h a T.A.. Le solvant est ésgde résidu repris dans 20mL de .
La phase organique est lavée avec 2x10mL d’'undispnlaqueuse saturée de NaHQiis
séchée sur MgSQO L'aldéhyde ainsi obtenu quantitativement estigéilsans purification.
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Partie expérimentale

Celui-ci (1,1eq, 0,48mmol) est dissout dans 15mLQCH La 1-(4-méthylphényl)pipérazine
(0,44mmol, 77mg) est ajoutée et le milieu est abfdnin a T.A.. Puis le NaBH(OAg)5eq,
462mgq) et I'acide acétique glacial (1eq, 0,025mhntsajoutés. Le milieu est agité 1 nuit a
T.A.. 30mL d’'une solution aqueuse saturée de NafiO® sont ajoutés. La phase aqueuse
est extraite par 2x30mL GBIl,. Les phases organiques sont réunies et séchédégS@,.

Le solvant est évaporé et le résidu est purifié ggmpmatographie sur plagues de silice,
éluant : CHCI,/MeOH : 95/5. Le composé est obtenu sous forme silide jaune (110mg).

Aspect :solide jaungRendement 60%

CCM (CH.CI,/MeOH : 95/5)Rf = 0,4

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 5,1min ; RpL.c= 98%

HPLC (C4, 40min) :tr = 11,1 min ; Bpi.c= 96%

Formule brute: CosH30N4O,, Masse molaire418,54g.mof, ES-MS:19,2[M+H]"

RMN H 300MHz (CDCE), 8(ppm) : 1,88 (quint, 2H, K, Jr.3 = Jr.1 = 7Hz); 2,25 (s, 3H,
Hg); 2,47 (t, 2H, H, J3 = 7THZ); 2,5-2,6 (M, 4H, I, Jy.5 = 5Hz); 2,84 (dd, 1H, I, 2J =
15Hz, Ji0-10a= 12Hz,); 3,1-3,2 (m, 4H, $1 J5.» = 5Hz); 3,27 (dd, 1H, Hg, 2) = 15HZ,J10p-
10a— 5HZ); 3,65 (t, 2H, |I|, J3'.2' = 7HZ); 4,06 (dd, lH, Ma,JIOa-lﬁh = 12HZ, dOa-lCIB = 5HZ);
4,41 (d, 1H, W, 2 = 17Hz); 5,02 (d, 1H, §2J = 17Hz); 6,82 (dt, 2H, K J;. = 9HZ,J;.7 =
2HZ) X 6,90 (dt, 2H, H Je'.7' = 9HZ,J6'.6' = 2HZ) , 7,2-7,3 (m, 4H, d,“,l H7, Hg et |‘b)

RMN *3C 75MHz (CDC}), 6(ppm) :20,7 (G); 25,6 (G) ; 31,2 (Go) ; 37,6 (G) ; 41,9 (G) ;
50,1 (&) ; 53,5 (G) ; 55,0 (Goy ; 56,1 (G) ; 118,3 (G); 1116,7 (G); 126,9-127,6-127,7-
129,8-129,9 (&)

(S)-2-{3-[4-(4-méthoxyphényl)pipérazin-1-yllpropyl}+10,10a-dihydro-3H-imidazo[1,5-
blisoguinoléine-1,3-dione (82)
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Le composel0 (0,39mmol, 120mggst dissout dans un mélange acétonestd13,5/1,5mL.
La réaction est agitée 1h a T.A.. Le solvant estpéw€, le résidu repris dans 20mL de
CH.Cl,. La phase organique est lavée avec 2x10mL d'uhati®@o aqueuse saturée de
NaHCG; puis séchée sur MgQOL'aldéhyde ainsi obtenu quantitativement estigéilsans
purification. Celui-ci (1,1eq, 0,39mmol) est dissodans 15mL CHKHCl,. La 1-(4-
méthoxyphényl)pipérazin@®,36mmol, 69mg) est ajoutée et le milieu agité itbanT.A.. Puis

le NaBH(OAc} (5eq, 383mg) et I'acide acétique glacial (1eq20fBL) sont ajoutés. Le
milieu est agité 1 nuit & T.A.. 30mL d’'une solutiagueuse saturée de NaHLIM sont
ajoutés. La phase aqueuse est extraite par 2x30RCle Les phases organiques sont
réunies et séchées sur MgSOLe solvant est évaporé, le résidu est purifié par

chromatographie sur plagues de silice, éluant ;GT#MeOH : 95/5. Le composé est obtenu
sous forme de solide orange (8mg).

Aspect solide orangeRendement 5%

CCM (CH.CI,/MeOH : 95/5)Rf = 0,4

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,8 min ; BpL.c= 99%

HPLC (C4, 40min) :tr = 21,9 min ; Bpr.c= 99%

Formule brute: C,sH30N4Os, Masse molaire434,54g.mot, ES-MS : 435,2[M+H]'
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Partie expérimentale

RMN *H 300MHz (CDC}), 6(ppm) : 1,83 (quint, 2H, K, Jr.z = Jy.p = 7HZ); 2,43 (t, 2H,
Hg, J3.2 = 7HZ); 2,5-2,6 (M, 4H, I, Jy.5 = 5Hz); 2,78 (dd, 1H, Iy, 2J = 15HZ, Ji0s-10a=
12Hz,); 3,0-3,1 (M, 4H, & Js-4 = 5Hz); 3,22 (dd, 1H, kg, 2J = 15HZ,Ji0p.10a= 5HZ); 3,59
(t, 2H, Hy, J3» = 7Hz); 3,69 (s, 3H, OMe); 4,02 (dd, 1Hidd10a-10. = 12HZ, Joa-1g = 5HZ);
4,36 (d, 1H, H, 2 = 17Hz); 4,97 (d, 1H, H2J) = 17Hz); 6,7-6,8 (M, 4H, Het Hy, Jr.g = Jg-
7= 9HZz, )77 = Jpe = 2HZ) 0 7,1-7,2 (m, 6H, &l H7, Hg et H))

RMN *C 75MHz (CDCH), (ppm) : 25,2 (G); 30,9 (Go); 37,2 (G); 41,6 (G); 50,5
(Cs) ; 53,2 (G) ; 54,7 (Gog ; 55,5 (Gwme): 55,6 (G) ; 114,4-118,2 (€ etCy); 126,7-127,2-
127,4-129,4 (Go)

(S)-2-{3-[4-(4-nitrophényl)pipérazin-1-yllpropyl}-10,10a-dihydro-3H-imidazo[1,5-
blisoquinoléine-1,3-dione (83)
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Le compos&0 (0,54mmol, 163mgegst dissout dans un mélange acétonesH£18/2mL. La
réaction est agitée 1h a T.A.. Le solvant est ésgde résidu repris dans 20mL de .

La phase organique est lavée avec 2x10mL d’'undispnlaqueuse saturée de NaHQmis
séchée sur MgSQO L'aldéhyde ainsi obtenu quantitativement estigéilsans purification.
Celui-ci (1,1eq, 0,54mmol) est dissout dans 20mL,C La nitrophénylpipérazine
(0,49mmol, 101mg) est ajoutée et le milieu estéapimin a T.A.. Puis le NaBH(OAgL]5eq,
518mg) et I'acide acétique glacial (1eq, 0,028mhntsajoutés. Le milieu est agité 1 nuit a
T.A.. 30mL d’'une solution agueuse de NaHCIM sont ajoutés. La phase aqueuse est
extraite par 2x30mL C}Cl,. Les phases organiques sont réunies et sechédsgSm,. Le
solvant est évaporé et le résidu est purifié paproatographie sur plaques de silice, éluant :
CH.Cl,/MeOH : 95/5. Le composé est obtenu sous forme sgdlide orange (85mg).

Aspect :solide orangeRendement 35%

CCM (CH.CIy/MeOH : 95/5)Rf = 0,5

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,9 min ; Bp.c= 98%

HPLC (C4, 40min) :tr=11,1 min ; BpL.c= 99%

Formule brute: C,sH27N504, Masse molaire449,51 g.mot, MALDI-TOF :  450,1[M+H]"
RMN *H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 1,88 (quint, 2H, K, Jo.3 = Jr.i = 7THZ); 2,49 (t, 2H,
Hg, Js.p = 7HZ); 2,5-2,6 (M, 4H, K, Js.s = 5Hz); 2,84 (dd, 1H, ky, Jiow10a= 12Hz,%) =
15Hz); 3,28 (dd, 1H, Ky, °J = 15Hz,Jip-10a= 5H2); 3,3-3,4 (M, 4H, K, Js-4 = 5Hz); 3,66
(t, 2H, Hy, Ja-» = 7THz); 4,09 (dd, 1H, kaJioa10 = 12HZ,J10a1¢ = 5Hz); 4,42 (d, 1H, K 2
= 17Hz); 5,02 (d, 1H, K} % = 17Hz); 6,7-6,8 (M, 2H, &l Jo.7 = 9HZ, Js.g = 2HZ) ; 7,2-7,3
(m, 4H, H, H;, Hg et Hy); 8,0-8,1 (m, 2H, H, Jr.e = 9HZ;J;.7» = 2HZ) ;

RMN *°C 75MHz (CDC4), o(ppm) : 28,1 (G); 33,8 (Go); 40,0 (G); 44,6 (G); 49,9
(Cs); 55,4 (G); 57,7 (Goy ; 58,4 (G) ; 115,6 (G); 128,9 (G); 129,9-129,7-130,3-130,4-
132,8 (Gro)
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Partie expérimentale

(R)-2-[3-(4-phénylpipérazin-1-yl)propyl]-10,10a-ditydro-5H-imidazo[1,5-
blisogquinoléine-1,3-dione (84)

Le composé0 (0,54mmol, 163mg) est dissout dans 20mL d'un mélange
acétone/HGh,:18/2. La réaction est agitée 1h a T.A.. Le sdlvemh évaporé, le résidu repris
dans 20mL de C¥Cl,. La phase organique est lavée avec 2x10mL d'uhgico aqueuse
saturée de NaHC{puis séchée sur MgQOL’aldéhyde ainsi obtenu quantitativement est
utilisé sans purification. Celui-ci (1,1eq, 0,54mmest dissout dans 15mL de gEl,. La
phénylpipérazin€0,49mmol, 0,074mL) est ajoutée et le milieu estéatbmin a T.A.. Puis le
NaBH(OAc) (5eq, 518mgQ) et I'acide acétique glacial (1eq28riL) sont ajoutés. Le milieu
est agité 1 nuit a T.A.. 30mL d’'une solution aqeesaturée de NaHGQAM sont ajoutés. La
phase aqueuse est extraite par 2x30mL deQGHLes phases organiques sont réunies et
séchées sur MgSOLe solvant est évaporé et le résidu est purifie ghromatographie sur
plagues de silice, éluant : @El,/MeOH : 95/5. Le composé est obtenu sous formeild’hu
(42mg).

Aspect :huile orangeRendement 19%

CCM (CH.CIy/MeOH : 95/5)Rf = 0,4

HPLC (TSK gel, 10min) tr = 4,9min ; Bp.c = 99%

HPLC (C4, 40min) :tr = 11,2min ; Bp.c= 99%

Formule brute: Co4H2eN40,, Masse molaire404,52 g.mot, ES-MS : 405,5[M+H]

RMN *H 300MHz (CDC}), é(ppm) : 1,88 (quint, 2H, K, Jo.3 = Jr.i = 7THZ); 2,47 (t, 2H,
Hs, Jaz = 7Hz); 2,5-2,6 (M, 4H, K, Jy5 = 5Hz); 2,84 (dd, 1H, g, 2J = 15HZ, J10p.10a=
12Hz,); 3,1-3,2 (m, 4H, ¥ Js.4 = 5Hz); 3,27 (dd, 1H, k, 2 = 15HZ,J104-10a= 5Hz); 3,65
(t, 2H, Hy, Jo-2 = 7THz); 4,06 (dd, 1H, kba Jioa1¢ = 12HZ, doa1a = 5Hz); 4,41 (d, 1H, § 2J
= 17Hz); 5,02 (d, 1H, K% = 17Hz); 6,84 (td, 1H, b Jg. = 7HZ, Js-e = 1Hz) ; 6,90 (td,
2H, HG Jo.7 = THZ,J55 = J5.60 = 1HZ) 0 7,2-7,3 (m, 6H, 1 He, H7, Hs et |‘b)

RMN *C 75MHz (CDCH), (ppm) : 27,7 (G) ; 33,3 (Go); 39,7 (G); 44,0 (G); 51,5
(Cs); 55,5 (G) ; 57,0 (Goy ; 58,2 (G) ; 118,3 (G); 122,0 (G); 129,0-129,6-129,7-131,4-
131,8 (Grd
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[l Affinités

Les essais de binding ont été réalisés par |&280EGEREP, d’'aprés une procédure

|169

décrite par Ganapattet af®® pour la protéine; et Bowenet al*®® pour la protéine.,.

Affinité envers la protéine o,
Les membranes de cellule Jurkat sont incubée@htly de protéine par tube) en

présence de la’fij(+)-pentazocine (8nM) et une gamme de conceoimates composés
testés, pendant 2h, a 22°C, dans 5mM de tampo/HQigpH=7,4). La radioactivité est

ensuite déterminée par scintillation.

Affinité envers la protéine o,
Les membranes de cortex cérébral de rat sont éesufl0-20mg de protéine par tube)

avec le H](+)-DTG (5nM) et en présence déH](+)-pentazocine (300nM) pour saturer les
siteso; et une gamme de concentration des composés tpstéant 2h, a 22°C, dans 5mM

de tampon Tris/HCI (pH=7,4). La radioactivité ess@ite déterminée par scintillation.

188 Ganapathy, M. E. ; Prasad, P. D. ; Huang, W.h,3et; Leibach, F. H. ; Ganapathy , ¥. Pharmacol. Exp.
Ther.1999 289, 251-260. Molecular and ligand-binding charactgian of the sigma-receptor in the Jurkat
human T lymphocyte cell line.

169 Bowen, W. D.; de Costa, B. R.; Hellewell, S. B.; W&, M.; Rice, K. C.Mol. Neuropharmacol1993 3,
117-126. {H](+)-pentazocine: a potent and highly selectivezeenorphan-based probe for sigmeceptors.
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V. Tests comportementaux

Animaux et molécules

Des souris males Swiss pesant de 28 a 32g stisées pour réaliser les expériences.
La cocaine provient de la société Cooper et I'amage BD-1047 de Tocris. Les produits
sont administrés de facon intrapéritonéale (i.pgcaun volume de 100uL pour un poids

équivalent a 20g.

1. Test de locomotion

Les animaux sont placés dans une cage acrylignegarente pendant 40min. Puis ils
sont traités avec différentes doses de cocaine ddacomposés. La cage est insérée dans un
appareil d’actimétrie (Opto-varimex, Columbus Inst'activité locomotrice, calculée grace
au nombre de rayons infrarouges coupés, est memutes les 10min pendant 40min.

2. Test de conditionnement de préférence de place

2.1. Procédure du conditionnement de préférence de place

L’appareil est constitué d’'une boite en PVC digish 2 compartiments de méme
taille (15/15/35cm). Le premier compartiment pogséas murs et le sol noirs, le deuxieme
blancs. Chaque compartiment présente un sol déreliffes textures, lisse pour le noir et
grillageux pour le blanc. Une lampe de 60W éclé&reompartiment blanc pendant toute
'expérience. Une porte guillotine sépare les 2 partiments. La procédure comprend 3
phases différentes: le pré-conditionnement (joutelfonditionnement (jour 2 a 5) et le post-
conditionnement (jour 6). Pour la phase de pré-timmhement, chaque souris est placée
dans le compartiment blanc pendant 5s, la portéogoe est ouverte et I'animal est libre de
parcourir I'appareil pendant 10min. La phase decgméditionnement est répétée apres 6h.
L’exploration est filmée et le temps passé dangjwbaompartiment est déterminé dans le
but d’obtenir la préférence de place spontanéeab@msaux montrant une forte préférence de
place spontanée (>570s) sont écartés. Le conddéioant de préférence de place se réalise
par une procédure impartiale. Dans chaque groupegdtience, la moitié des animaux regoit
la cocaine et/ou le composé dans le compartimepréférence spontanée et I'autre moitié
dans l'autre compartiment. Immédiatement aprégelition, chaque souris est confinée dans

le compartiment associé a la drogue. Apres 6h, redeit une solution saline et elle est
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confinée dans [l'autre compartiment pendant 30mirend@nt la phase de post-
conditionnement, chaque souris est encore plagée ldacompartiment blanc pendant 5s. La
porte est ouverte et elle est libre de parcours & compartiments pendant 10min.
'expérience est filmée, le temps passé dans chaqogartiment est déterminé. Le score
conditionné représente la différence de temps padesse le compartiment associé a la drogue

entre les séances de post et de pré-conditionnement

2.2. Procédure d’extinction et de réactivation du C PP

Aux jours 8-11, chaque animal recgoit une doseddigtion saline et il est confiné dans
le compartiment associé a la drogue pendant 30Agpres 6h, il recoit encore une dose de
solution saline mais cette fois I'animal est coéfttans I'autre compartiment pendant 30min.
Au jour 12, I'extinction est mesurée par une exgtion libre de 10min, de la méme maniere
gue pour la session de post-conditionnement. Leesmanditionné représente la différence de
temps passé dans le compartiment associé a laelegte I'extinction et la session de pré-
conditionnement. La réactivation du CPP est mesBijéars apres la session d’extinction, au
jour 15. Les animaux recoivent une dose soit urse die cocaine (15mg/kg) soit une dose de
composélo (1, 3, 10mg/kg) et sont placés directement dam®iepartiment blanc. Le BD-
1047 (10mg/kg) est administré 10min avant la cozadn le composd0 ou avant le
placement dans le compartiment blanc. Apres 5polde est ouverte et I'animal peut
parcourir librement la boite pendant 10min. Le scoonditionné est représenté par la
différence de temps passé dans le compartimentia@ssda drogue entre la réactivation et la

session de pré-conditionnement.

3. Test de I'évitement passif

L’'appareil se compose d’'une cage transparente3(B@0cm) avec un sol grillageux.
Une lampe de 15W éclaire la cage pendant I'expéeiebine plateforme en bois (4x4x4cm)
est placée au centre du sol grillageux. Un choctrédgie de 35V peut étre délivré au niveau
de ce sol.

La dépendance d'état est mesurée chez I'animaldparsessions d’entrainements
répétitifs. L’animal recoit une injection de protlan i.p. (cocaine 0,1, 0,3mg/kg, comp@dé
0,3mg/kg ou cocaine 0,1, 0,3mg/kg + compd€e0,3mg/kg) 15min avant le premier
entrainement. Pendant la session d’entrainemermjuehaouris est placée sur la plateforme.
Quand elle descend et place ses 4 pattes surlle gm choc électrique (35V) est délivré

pendant 15s. Le temps de latence (temps passé qlateforme avant de descendre) est
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mesuré. Les sessions d’entrainements se réalisentum intervalle de temps de 5min. Le
nombre de session pour atteindre le critére (restela plateforme plus de 60s) est déterminé.
Ce nombre est considéré comme un index de quaitéchjuisition de la mémoire. L’animal
qui n'atteint pas le critére au bout de 10 sesseshgcarté.

La session de rétention est réalisée 24h aprds, éme maniere que I'entrainement
sauf qu’aucun choc électrique n’est délivré. Chaspuais recoit, 15min avant, une injection
de cocaine, solution saline ou le comp&8évec la méme dose que précédemment. Elles
sont ensuite placées sur la plateforme et le tedgpsatence est mesuré avec un temps
maximal de 300s.

Deux mesures paramétriques sont mesurées loasrdtehtion.

* Le temps de latence exprimé par la médiane etrt @d@rquartile (25% et 75%).
* Le ratio de latence représenté par le temps dedatpendant la session de rétention
sur le temps de latence lors de la derniére sessiant d’atteindre le critere. Le ratio

est transformé en logarithme.
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Synthése et évaluation de dérivés de tétrahydroisaipoléine-hydantoine comme ligands séléctifs signia

Les récepteurs sigma ont été décrits par Mattal. en 1976. Il existe deux sous-types, ieta,. La protéines; est
surtout concentrée dans le systéme nerveux cemltal.est décrite pour moduler la transmission desrotransmetteurs
comme la noradrénaline, la dopamine, la sérotoffmegtylcholine, le glutamate régulant le foncti@ment des récepteurs
NMDA et des récepteurs aux opiacés. Par cette ratida| elle serait impliquée dans certaines fomstiou troubles comme
la nociception, la dépendance a la cocaine, ledbles mnésiques, la schizophrénie, la dépressamxiété, I'épilepsie et
permettrait des effets neuroprotecteurs. De plugrotéines; serait surexprimée dans les cellules tumoraéssjltant une
implication possible dans le traitement du cancer.

Des études, préalablement réalisées au laboratoite mis en évidence l'affinité de composés a csime
tétrahydroisoquinoléine-hydantoine (Tic-hydantoipelr les récepteurs;. A partir de pharmacomodulations effectuées
précédemment au laboratoire et basé sur le modédoddeppey et Glennon, un composé présentanthomme affinité
poura;, une bonne sélectivité et une faible toxicité,iteét découvert.

L'objectif du projet a été de poursuivre cette np@comodulation autour de ce hit pour augmentdiirligé et la
sélectivité vis-a-vis de; et d'étudier les relations structure-activité. [Bésdes ont été réalisées d’'une part sur la steictu
Tic-hydantoine tout en gardant la chaine latératiecte et d’autre part sur la chaine latérale éougardant la structure Tic-
hydantoine. La stéréochimie du carbone asymétetjleeremplacement de I'hydantoine par une thiohtaiae ont d’abord
été évalués. D’autres pharmacomodulations ont Ensié réalisées autour du noyau Tic-hydantoindgarNment, en
étudiant I'impact au niveau de I'affinité say, d’'une ouverture du cycle quinoléine, d’'un remplaent de ce noyau par une
pyridine ou une tétraline, de la modification ddidgson entre I'hydantoine et la quinoléine etl@éonctionnalisation de la
quinoléine. Au niveau de la chaine latérale, nousa évalué I'importance d’une fonctionnalisatian byau aromatique,
du petit substituant aliphatique de I'atome d’azm@onable et enfin 'importance d’'une rigidifigat de la chaine latérale.

Enfin, les affinités envers, et parfois envers, de la plupart de nos composeés ont été testées. Naus évalué
I'action de nos molécules les plus affines surdffets induits par la cocaine, par des tests cotmapmntaux : le test de
locomotion, le test de conditionnement de préfézete place et le test de I'évitement passif. L'efde de ces résultats
montre que deux composés testés présentent un geofype agonist@,. Le plus efficace des deux facilite les effets
psychostimulants et appétants de la cocaine, saeois deffet injecté seul. Il présente, chez la ssuun profil
pharmacologique idéal pour étre évalué dans uneetieuthérapie agoniste. De plus, les tests ADMEcsucomposé révele
des propriétés d'un futur candidat médicament.

Synthesis and evaluation of tetrahydroguinoline-hydntoine derivatives as sigma 1 receptor selectivigands.

The sigma receptors were described by Martin andiarkers in 1976. There are two subtypes, and o,. 03
proteins are concentrated in the central nervousgesy It is well known that they modulate the traission of
neurotransmitters such as norepinephrine, dopars@refonin, acetylcholine, and glutamate as wethasactivity of opiate
receptors. Consequently, they are associated witle $onctions or disorders, the origin of which idysregulation of these
neurotransmitters. Therefore, they affect certaimcfions such as nociception, cocaine addictiongsien disorder,
schizophrenia, depression, anxiety, epilepsy anel iamplicated in neuroprotection. Furthermore, proteins are
overexpressed in tumoral cells, which makes th@wossible target in cancer treatment.

Previous studies in our laboratory evidenced thi@ity of compounds containing the tetrahydroisompline-
hydantoin structure (Tic-hydantoin) towar| receptors. Based on previous pharmacomodulations tla@ model of
Ablordeppey and Glennon, a compound presentingoal gdfinity for o;, a good selectivity and a weak toxicity, had been
discovered.

The purpose of the project was to continue themheomodulation studies around this hit, in ordeintrease the
affinity and the selectivity towards, but also to study the structure-activity relatioips of our hit compound. On the one
hand, studies were carried out on the Tic-hydanstincture while keeping the side chain intact. Ba other hand
modifications were applied to the side chain whétining the native Tic-hydantoin structure. Thereochemistry of the
asymmetric carbon and the replacement of the hgdtanby a thiohydantoin were evaluated at first. @th
pharmacomodulations were then realized around tbdyidantoin core. Notably, by studying the impact the affinity
towards sigma 1, of an opening of the quinolingyriof the substitution of this core by a pyridineatetraline, of the
modification of the connection between the hydantand the quinoline and of a functionalisation bé tquinoline.
Regarding the side chain, we estimated the impogtafia functionalisation of the aromatic ring, greall group on the
nitrogen and finally the importance of a stiffeniofgthe side chain.

Finally, most of our compounds were evaluatedspanda,. We studied the action of the best-binding molesul
on cocaine-induced effect on behavioural tests ime.miVe evaluated the compounds on three charsiitetésts in the study
of drugs: the cocaine-induced lomocotor stimulaton sensitization, the acquisition and reactivatib cocaine-induced
conditioned place preference test (CPP) and theirmméaduced memory state. The data collected shothed two
compounds present the same effect but it is moosaqumced for one compound. This compound displagsgp@al oy
receptor agonist profile. It facilitated cocainehiced psychostimulant and appetitive effects, withnducing such effects
when injected alone. In other words this compourasents, in mice, the ideal pharmacological prafilee tested as a new
agonist therapyMoreover, the ADME tests on this compound reveapprty of a future candidate drug.
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