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RESUME

La formation de cancers est liee a des déreglemeatla progression du cycle
cellulaire ou de l'apoptose. L'identification desteurs cellulaires mis en jeu dans la maladie
et I'élucidation des mécanismes responsables dalysfenctionnements sont a la base de

nouveaux traitements anticancéreux.

Ainsi, en vue du développement de thérapies ablés kinases Pim et les protéines
anti-apoptotiques de la famille des Bcl-2, suraxges dans de nombreux types de cancers et
associées a des phénomenes de chimiorésistancsjtemt des cibles pertinentes.

Les kinases Pim (Pim-1,-2 et -3) sont une familée sérine/thréonine kinases qui
jouent un réle fondamental dans les processusm@sde prolifération ou de différenciation
cellulaire. Bien qu’elles possedent un substrat rnom avec les autres protéines kinases,
'ATP, des différences structurales permettent @s Uifférencier et de les inhiber
sélectivement. En tenant compte de ces spécificiiésis nous sommes intéressés a la

synthése de nouveaux inhibiteurs sélectifs deskm®im, compétitifs de I'ATP.

Parmi les autres agents impliqués dans la format®tumeurs, les protéines de la
famille des Bcl-2, responsables du phénoméne dtapepou mort cellulaire programmée,
font I'objet d’'un domaine d’étude récent. Elles dassent en deux familles selon leur
fonction : les protéines pro-apoptotiques et leotgines anti-apoptotiques dont la
surexpression est observée dans de nombreux cambews avons poursuivi I'étude de
relations structure-activité initiée au laboratoaepartir de triméres d’alkoxyquinoléines,
inhibiteurs micromolaires des protéines anti-aptigies Bcl-2 et Bcl-x, en préparant de

nouveaux analogues.



ABSTRACT

Cancer development is associated with dysfunctiongell cycle progression or
apoptosis. The identification of cellular agentgoilved in this disease, and the elucidation of
mechanisms responsible for these dysfunctions geavie basis for the development of novel

anti-cancer drugs.

Thus, Pim kinases and Bcl-2 anti-apoptotic prot&thgh are overexpressed in many
malignancies and contribute significantly to cheeststance are of great interest for the
development of targeted cancer therapy.

Pim kinases (Pim-1,-2 and -3) belong to a familyserine/threonine kinases which
play a key role in cell survival, proliferation addferenciation. Although all protein kinases
share ATP as a common substrate, the structuteecATP-binding pocket of Pim kinases is
unique and offers an opportunity for a selectivéibition. Taking account of these
specificities, we were interested in the synthedisiovel selective ATP competitive Pim
kinase inhibitors.

Among the other agents involved in tumorigeneBisl-2 family proteins, which
govern apoptosis (or programmed cell death), abgestiof a recent interest. These proteins
are divided in two classes depending on their fonctpro-apoptotic and anti-apoptotic
members that are overexpressed in a variety ofetandn a preliminary work in the
laboratory, alkoxyquinoline trimers have demonsiaticromolar inhibition against anti-
apoptotic proteins Bcl-2 and Bc|-x Therefore, we carried on this structure-activity

relationship study with the synthesis of novel agaks.
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ADP :
AGC :
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Alk :

AMP-PNP :
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ATP :
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BH :
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Boc .
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cPr:
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dATP :
dba:
DBU :
DHP :
DIAD :
DIBAL-H :
DISC :
DMF :
DMSO :
EC50 .
EtOH :
FADD :
FP .
HP13 :
[Cso:
iPr:
Kp:

Ki:

KSHV-Bcl-2 :

LTMP :

ABREVIATIONSET ACRONYMES

Acétyle

Acide DésoxyriboNucléique
Adénosine DiPhosphate

Nommeé d’apres les kinases@et C
Azo Bis-isoButyroNitrile
Alkyle
5’-adenylyB,y-imidodiphosphate
Apoptotic protease-activating factor-1
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B-cell lymphoma
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Calcium/calmodulin dependent kinase
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Nommeé d’apres les kinaseBIK, MAPK, GSK et G K
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Concentration Effective maximale a 50%
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Tyrosine Kinase-Like
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PREAMBULE

10



Préambule

Le cancer, de par son incidence élevée et sa cwesfrogression, constitue

actuellement un enjeu majeur de santé publique.

En effet, environ 147 000 déces dus au cancer @ntegensés dans notre pays en 2009,

faisant de cette maladie la premiére cause de litéra Franck

L’apparition de cette maladie de la prolifératicellulaire se fait en plusieurs étapes.
Sous l'effet de facteurs environnementaux (tabadiations, virus...), des mutations
génétiques irréversibles peuvent avoir lieu, cesguiraduit par une altération des systémes de
contrble qui régulent la prolifération ou la mosdllalaire. Ceci va conduire a une cellule

maligne qui va se diviser de maniere anarchiqueytdsant au développement de tumeurs.

La complexité des mécanismes a l'origine des aancenstitue un frein a la

compréhension de la maladie et donc au développetednaitements efficaces et ciblés.

La premiere génération d’anticancéreux, dits tnagets « conventionnels », en agissant sur
les principaux mécanismes impliqués dans la dimistellulaire ou au niveau de I'ADN,
affichent un manque de sélectivité criant vis-a-d&s cellules saines, provoquant ainsi de
nombreux effets secondaires sur l'organisme. On pdtdr parmi ces traitements
anticancéreux des agents alkylants comme le Chlorain des antimétabolites (5-
fluorouracile), des inhibiteurs de la dépolyméimatdes microtubules comme le Taxol™, ou
encore des inhibiteurs de topoisomérases | etldl dee le Topotecan (Hycamtin™) ou
I'Etoposide (Figure 1).

cl
: H
N O_N_O
oY
HN
HO ZF

Chlorambucil 5-fluorouracile Taxol

Topotécan Etoposide

Figure 1 : Exemples d’agents anticancéreux « conventionnels ».

! Institut de Veille Sanitaire. http://www.invs.sarft
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Les progres des recherches en biologie ont pefisntification de génes a l'origine
de la multiplication anormale de la cellule et également conduit a la compréhension de
nombreux mécanismes moléculaires spécifiques ankecs. Ceci a aboutit depuis une
dizaine d’années au développement des thérapiéesilolont certaines sont d’une grande
efficacité contre les cellules tumorales et prowdumoins d'effets secondaires. A titre
d’exemples, I'Herceptine™ (anti-corps anti-HER2pdis sa commercialisation en 1998 a été
utilisé pour traiter plus de 700 000 cancers dm.ské Glivec™ (inhibiteur de la tyrosine
kinase Bcr-Abl, Figure 2) est quant a lui utilisgup traiter les patients souffrant de leucémie

myeéloide chronique.

»

- CH_SOH
Figure 2 : Structure du Glivec™.

Ainsi, dans le but d’élargir I'arsenal des traitentseanticancéreux, les efforts de la
recherche se concentrent vers l'identification daevedties cibles thérapeutiques. Parmi elles
les kinases Pim et les protéines anti-apoptotigieeta famille des Bcl-2 font I'objet d’'une

attention particuliére depuis quelgues années.

Les kinases Pim et les protéines Bcl-2 interviehndans les processus de
prolifération, de différenciation ou d’'apoptose. pPkis, elles sont surexprimées dans de
nombreux cancers et jouent un réle dans les prosafs résistance a certains traitements de
chimio- ou radiothérapie. C’est pourquoi elles apfssent comme des cibles intéressantes

pour le développement d’agents anticancéreux.

Je me suis intéressée au cours de ma thése awe$adslles de protéines qui font
I'objet de deux parties distinctes du mémoire.

La premiere partie est consacrée aux kinases @@®.protéines sont une famille de
sérine/thréonine kinases impliquées dans de nombpeosessus biologiques tels que la
survie, la prolifération ou la différentiation adhire.

12
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Afin de satisfaire a la demande en nouveaux agentsancéreux, le domaine récent
des kinases Pim reste encore a explorer. C’estgpounous nous sommes intéressés a la
synthése de nouveaux inhibiteurs de ces kinases.

La conception des inhibiteurs potentiels sélectitsnpétitifs de I'ATP, s’appuie sur
les différences structurales qui existent entrdilegses.

La principale singularité des kinases Pim par rapgox autres protéines kinases se situe au
niveau du site de fixation de I'adénine de I'ATh Effet, alors que le substrat naturel des
kinases se lie généralement au site actif paefmédiaire de deux liaisons hydrogene, celui-
ci n’établit dans le cas des Pim qu’'une seuledraisydrogene entre le NHie 'adénine et
I'oxygéne d’un carbonyle de liaison peptidique (Btypour Pim-1) & cause de la présence
d’un résidu proline en position 123 (Figure 3).

Les kinases se différencient également entre pefa structure des zones voisines du site de
fixation de I'ATP avec la présence de poches hyldobes spécifiques.

GlulZ]

. H
TH Prg* ‘TH

A) OH B) - OH

Figure 3 : Liaisons hydrogéne essentielles qu’établit I’ATP avec les kinases A) de maniére générale B) cas
spécifique de la Pim-1.

Ainsi, afin d’optimiser l'affinité et la sélectivét pour les kinases Pim, nos composés auront

les caractéristiques structurales suivantes (Figure

- Une partie hétérocyclique aromatique plane minfadenine de 'ATP qui devra

établir une liaison hydrogene avec le site actifaddnase.

- Des substituants judicieusement choisis et planése squelette de base de maniére

a atteindre les poches hydrophobes et ainsi rezftes interactions avec les kinases ciblées.

- Une partie mimant le ribose de I'ATP afin de daser I'ancrage de linhibiteur

potentiel dans le site ATP de la kinase.
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Liaison H essentielle ———— H

N

X/ \Y

mime de I'adénine de 'ATP

g

Substitution possible .
AFFINITE ——— = HN NH =——— |

SELECTIVITE

_\_—Substituants

Gl

f mime du ribose

/ J
Partie cyclique ou hétérocyclique
ANCRAGE, AFFINITE X.Y=CHouN;Z=0ouCH,

Figure 4 : Structure générale des nouveaux inhibiteurs de kinases Pim

A partir de ce squelette de base, nous avons chibési développer deux seéries
hétéroaromatiques sélectionnées en raison dedeactére donneur de liaison hydrogene : les
isoindoles (X=Y=CH) et les indazoles (X=CH, Y=N)dEre 4).

Les protéines de la famille des Bcl-2, faisantjeblule la seconde partie du mémoire,
régulent la mort cellulaire programmée ou apoptdSe. phénomene permet dans tout
organisme pluricellulaire d’assurer un équilibrerentrolifération et mort cellulaire et est
soumis aux interactions entre les protéines prgdpigues, qui permettent le déclenchement
de la mort cellulaire, et les protéines anti-aptgtees qui maintiennent la cellule en vie. Les
deux familles de protéines interagissent entres glteur former des hétérodimeres par le biais
d’'un domaine en hélice des protéines pro-apoptotique, nommeé domaine BHByient se
complexer au niveau d’'une poche hydrophobe degipest anti-apoptotiques, ce qui entraine
la séquestration des protéines pro-apoptotiques.

Une surexpression des protéines anti-apoptotiqueesiuit a un déséquilibre de
’homéostasie cellulaire et est associée au dépeloent d’'un cancer. C'est pourquoi les
protéines anti-apoptotiques constituent une ciblectEx pour la conception de nouveaux

agents chimiothérapeutiques afin de restaurerdegssus normal d’apoptose.

Dans le but de découvrir de nouveaux inhibitewsbtéines anti-apoptotiques, les
travaux effectués précedemment au laboratoire p&r@&h ont concerné la préparation de
trimeres de quinolones et de quinoléines substipagsdes chaines alkoxy (Figure 5). Ces
composés se comportent comme des mimes de I'iélicedomaine BH3 des protéines pro-
apoptotiques.

14
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llIs sont substitués en position 5, 5 et/ou 5’ pdgs groupements alkyles mimant les
groupements hydrophobes portés par les chainealéstéle certains résidus d’'acides aminés
du domaine BH3 des protéines pro-apoptotiques viatemt dans l'interaction entre les

protéines pro- et anti-apoptotiques.

R, R, R"=H, alkyle
Ry, Ry, Ry = alkyle

Figure 5 : Structure générale des trimeéres de quinolones et d’alkoxyquinoléines.

Certains dérives d’alkoxyquinoléines préparés parB&ch ont présenté des activités
inhibitrices intéressantes sur les protéines giptotiques Bcl-2 et Bclix C'est pourquoi,
afin d’approfondir I'étude de relations structuiraité, nous avons voulu poursuivre le

développement de cette famille.

D’une part, nous introduirons de nouvelles chaiaoxy en position 2 des noyaux
guinoléines et nous ferons varier la position danplusieurs groupement(s) isopropyle(s),
choisi(s) pour des commodités synthétiques, ertipoh, 5’ ou 5”.

D’autre part, afin d’améliorer les propriétés plegschimiques des composés préparés, les
groupements alkoxy en position 2, 2 ou 2" seraeimplacés par des groupements

alkylamino (Figure 6).

R, R, R"=HjPr
N Ry Ry, Ry, R = OR, NRR;

Figure 6 : Structures cibles en série alkoxy-aminoquinoléine.

Les propriétés cytotoxiques des composés syndisetimhibiteurs potentiels des

kinases Pim ou ligands potentiels des protéingsagoptotiques Bcl-2, seront évaluées. De
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plus, des tests d’inhibition des protéines anti-aptigues seront réalisés sur les nouveaux

analogues alkoxyquinoléines.

Chaque partie du mémoire comportera trois chapitres

- Une étude bibliographique consacrée a la desmnigtes cibles biologiques et de leur rble
dans I'organisme. Nous établirons également une diss principaux inhibiteurs décrits dans

la littérature.
- Une description des syntheses réalisées.

- Une partie expérimentale relative a la chimiered consacrée aux tests biologiques (pour la

deuxieme partie).

Pour la numérotation des produits, nous avons @daptonvention suivante :

- Chiffres soulignés: composés des parties bibliographiques.

- Chiffres non soulignés. composeés obtenus et décrits en partie expérateent
- Chiffres romains : désignent des familles de composés.

- Lettres majuscules: produits déja décrits dans la littérature.
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|. INTRODUCTION GENERALE SUR LES
PROTEINES KINASES

Un grand nombre de processus biochimiques sont rggi des protéines. Parmi la
multitude d’acteurs impliqués, les protéines kisaapparaissent comme des protagonistes
essentiels dans la régulation des voies de sigialiscellulaire. En effet, ces enzymes jouent
un role fondamental dans la croissance et la difféation cellulaire ainsi que dans les
phénomenes d’apoptose.

De facon générale, les protéines kinases ont panctibn de catalyser des réactions de
phosphorylation sur les hydroxyles des résiduse&hréonine ou tyrosine de protéines cibles

en utilisant 'ATP Adénosine TriPhosphgteomme substrat (Figure 7).

Ces réactions de phosphorylation catalysées paprt@gines kinases sont essentielles car
elles sont responsables de l'activation ou l'intdni d’autres enzymes ou de récepteurs

inhérents aux processus cellulaires.
KINASE . [
Proteing OH — | O.

-~ OO® - 00
ATP ADP

Figure 7 : Réaction générale de phosphorylation catalysée par une protéine kinase.

A ce jour, plus de 500 kinases humaines ont étdtifties et répertoriées au sein du kinome,
dans lequel elles sont classées en différentedléanfiFrigure 8).

Au vu de la diversité et de limplication de ceszymes dans de nombreuses voies
métaboliques, il n’est pas surprenant que certgadwlogies soient liées au déréglement de

I'expression d’une ou plusieurs kinases.

Comme nous allons le voir par la suite, les cormamises acquises ces derniéres années en
biologie ont montré que certaines kinases pouvagtreg des cibles de choix en vue de

développer de nouvelles thérapies, par exempleldadt@mmaine du cancer.
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Figure 8 : Le kinome humain. (D’aprés Manning et al.?)

2 G. Manning, D. B. Whyte, R. Martinez, T. Hunter, S8idarsanan§cience2002 298 1912-1934.

20



Partie |. Premier chapitre : étude bibliographique

||. PRESENTATION DESKINASES PIM

Les protéines kinases PirRrpviral Integration site for Moloney murine leukiem
virus) constituent une famille d’'oncoprotéines dontgésespim ont été identifies comme les

sites d’intégration du virus de la leucémie Moloney

Les genegim codent pour trois isoformes (Pim-1, Pim-2 et Pina3partenant a la famille

des sérine/thréonine kinases et ayant conservéinipertante homologie de séquence au
cours de I'évolution. Répertoriées au sein du kieatans la famille des protéines kinases
calcium/calmoduline dépendantes (CAMK) (Figure 8)les sont localisées au niveau

cellulaire principalement dans le cytoplasme etdgau.

I1.1. ROle

[1.1.a. Généralités

Comme toutes les kinases, les Pim sont impliguies de nombreux processus

biologiques rythmant la vie de la cellule.

Bien que leur rble soit encore mal connu, il ardtntré que les kinases Pim participent a la
régulation de nombreuses protéines impliquées tharnmolifération, la différentiation ou
encore la survie ou la mort cellulaire, agissansiasur le bon déroulement de ces processus

fondamentaux.

Contrairement a la plupart des autres protéinessksjales Pim ne nécessitent aucune
activation par phosphorylation par une autre pnetékinase, et sont donc qualifiées de
constitutivement actives. Leur expression est cegr@ngbuvernée par une variété de facteurs
de croissance et est régulée a plusieurs niveatn&nscriptionnel, post-transcriptionnel,

translationnel et post-translationriel.

Compte-tenu du fait que Pim-1 soit I'isoforme desakes Pim la plus largement étudiée dans
la littérature, nous nous focaliserons dans laesdi# cette introduction bibliographique

uniquement sur Pim-1.

7. Wang, N. Bhattacharya, M. Weaver, K. Petersérieyer, L. Gapter, N.S. Magnusah,Vet. Sci 2001, 2,
167-179.
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[1.1.b. Fonctions biologiques

Les fonctions des kinases Pim sont variées eternrat de nombreux processus
fondamentaux de la biologie cellulaire. L'étenduéaction rend parfois complexe
I'élucidation des mécanismes par lesquelles elgsniiennent ainsi que l'identification de
leurs partenaires. Néanmoins, un certain nombteuts fonctions biologiques a été étudié et

associé a des processus de transformation maligne.
I1.1.b.i. Régulation du cycle cellulaire et prolifation*>

Le cycle cellulaire est constitué d’'un ensemblepdecessus contrdlant la division
cellulaire (Figure 9). Il permet a une cellule mdeese diviser pour donner deux cellules filles

identiques.

L'alternance des différentes phases du cycle (GG2Set M) est régulée par des mécanismes
complexes impliqguant notamment les kinases cydiégendantes (Cdk). Le bon déroulement
du cycle est également assuré grace a la présengeirts de contrdle aux transitions G1/S,

G2/M et pendant la mitose (M) (Figure 9).

Point de controle anomalies du

fuseau mitotigue

Point de controle G2/M

Point de controle G1/S

Figure 9 : le cycle cellulaire (AK eisenbrand http://www.chemie.uni-
kl.de/forschung/Imctox/eisenbra/forschung/cyclin.html) (G : Gap , S : Synthesis, M : Mitosis)

La kinase Pim-1 est directement impliquée dansdalation des différents stades du cycle :

*N.S. Magnuson, Z. Wang, G. Ding, R. ReeWasypre Oncol, 201Q 6, 1461-1478.
® M. Bachmann, T. Méréyint. J. Biochem. Cell. B2005 37, 726-730.
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e Transition G1/S

Lors de ce premier point de contrble, la cellulassure du bon état de I'ADN avant la
réplication qui se produit en phase S. Dans lecoasraire, le cycle est arrété pour donner le

temps a la cellule de réparer TADN endommageé.

Il a été montré que Pim-1 intervient au niveau egectransition G1/S en phosphorylant la
phosphatase Cdc25a, activant ainsi la progressiaycle (Figure 10). De plus, Pim-1 inhibe
I'action de p2#P* et p2fPYWAL deux inhibiteurs de Cdk dont le role est d'induiarrét du

cycle cellulaire.

Au final, Pim-1 accélére le passage en phase Sspatlouble action sur des enzymes

activatrices et inhibitrices du cycle.

A
Lo =

Figure 10 : Implication de Pim-1 au point de contrdle G1/S

Phase S

Phase G1

* Transition G2/M

Pim-1 intervient également au niveau de la tramsi®2/M en phosphorylant la phosphatase
Cdc25c et la kinase C-TAKZ1, inhibitrice de Cdc2Ba final, Pim-1, par sa double action
directe et indirecte sur Cdc25c se comporte doncnwmn régulateur positif du point de
contrble en G2/M, favorisant la progression du eysllulaire (Figure 11).

a—»

*

Figure 11 : Implication de Pim-1 au point de contrdle G2/M.

Phase M

Phase G2

* Mitose

Le passage en mitose dépend de la bonne confodmit@ppareil chromosomique. La mise

en place du fuseau mitotique est régie par unicemtambre de protéines, dont des dynéines,

23



Partie |. Premier chapitre : étude bibliographique

comme HPpB, ou des protéines de l'appareil mitotique comme NRufMNuclear Mitotic
Apparatu3. D’elles dépendent la stabilisation et I'alignemhdes microtubules pour assurer

une bonne dynamique du fuseau mitotique.

Pim-1, en phosphorylant NUMA et en s’associant &dBdp facilite le partage du matériel

chromosomique et aide a la mitose.
[I.1.b.ii. Contréle de I'apoptose

Le phénoméne de mort cellulaire programmée outapegest régulé entre autres par
les protéines de la famille des Bcl-2, qui sonis#ies en deux classes : les protéines pro- et
anti-apoptotiques.

Le signal apoptotique peut étre inhibé par la pneténti-apoptotique Bclixqui est elle-
méme inhibée par la protéine pro-apoptotique Badch Eté montré que Pim-1 pouvait
inactiver Bad en la phosphorylant sur le résidu'8ee qui restaure la fonction de Bgl»a

savoir maintenir la cellule en Vié(Figure 12).

@
T @ — e
@ [ m— Survie cellulaire
OH
G

Figure 12 : Role de Pim-1 dans les phénomeénes d’apoptose.

II.1.b.iii. R6le oncogénique

Comme nous l'avons évoqué précédemment, la fanhdtekinases Pim joue un réle
dans les phénomenes de prolifération, de suruvike ehort cellulaires. L'implication des Pim
dans les phénoménes de cancérisation a d’abord m&gtrée dans les maladies
hématologiques. Ainsi, une surexpression de Piméféaobservée dans certains lymphomes

et leucémies aigués tandis gqu’'un taux élevé de Pimété retrouvé dans les leucémies

°A. Macdonald, D.G. Campbell, R. Toth, H. McLauchl&nJ. Hastie, J.S.C. ArthBMC Cell Biology 2008 7.
"T.L.T. Aho, J. Sandholm, K.J. Peltola, H.P. MangwonM. Lilly, P.J. KoskinenFEBS Letters2004 571, 43-
49.
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lymphoides chroniques et les lymphomes non HodgkmilLes kinases Pim sont également
impliquées dans le développement de tumeurs soteless que celles de la prostate, du

c6lon, du pancréas ou encore du $&in

De plus, les kinases Pim participent aux phénomédee®sistance a certains traitements de
chimiothérapie anticancéreuse (résistance de eslichncéreuses a la rapamytimau aux

inhibiteurs de tyrosine kinaSg.

De par I'implication des kinases Pim dans la péoétion, la survie et la mort cellulaires, ainsi
gque par leur participation aux phénomenes de afgist a certains traitements de
chimiothérapie anticancéreuse, leur inhibition ¢dtms un enjeu majeur dans le

développement de nouvelles thérapies anticancéreuse
[1.2. Structure de Pim-1

La kinase Pim-1 présente une structure typiquetitoée de deux lobes : un domaine
N-terminal (résidus 33-121) formé principalementfdaillets f et un domaine C-terminal
(résidus 128-305) comportant des hélioedes deux étant reliés par une région charniére
(résidus 121-126F (Figure 13).

Région charniére

> ’\ Domaine N-terminal
» ) //L/\

Domaine C-terminal

PR

§

: y
\' ,\ L/T Boucle G

Boucle A

Figure 13 : Structure cristalline de la kinase Pim-1 (PDB 1XQZ). (D’aprés Schenone et al.*?).

8 L. Brault, C. Gasser, F. Bracher, K. Huber, S. pfmal. Schwalletdaematologica201Q 95, 1004-1015.

° N. Shah, B. Pang, K.-G. Yeoh, S. Thorn, C. ShihgiC M. B. Lilly, M. Salto-TellezEur. J. Cancer2008
44, 2144-2151.

19F Giles,Blood, 2006 105 4158-4159.

M. Adam, V. Pogacic, M. Bendit, R. Chappuis, MNawijn, J. Duyster, C.J. Fox, C.B. Thompson, J. €00
J. SchwallerCancer Res2006 66, 3828-3835.

123, Schenone, C. Tintori, M. Bott@urr. Pharm. Design201Q 16, 3964-3978.
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La poche catalytique, site de fixation de I'ATP,ssie entre les deux lobes et est délimitée
par la région charniéere, la boucle G (résidus 44risRe en glycines et la boucle A (résidus
186-210) dite boucle d’activation (Figure 13).

En 2004, la co-cristallisation de Pim-1 avec 'ANPRHP, un analogue non hydrolysable de

I'ATP par Qian e@l.” a livré des informations capitales sur la struete la kinase.

A B

NH,

Figure 14 : A) Structure de 'AMP-PNP. B) Complexe Pim-1/AMP-PNP. (D’aprés Kumar et al.*!).

La caractéristique la plus marquante concerne nesractions clés au niveau du site de
fixation de I'ATP : alors que ce substrat se lie fiatermédiaire de deux liaisons hydrogéne
chez toutes les kinases, une seule subsiste daas e Pim-1. En effet, le résidu proline en
position 123 ne peut agir comme donneur de lialsmirogene a 'adénine de I'ATP. Il ne
subsiste donc qu’une liaison hydrogéne entre I'atofoxygene du groupement carbonyle du
résidu GId?* et le NH, de I'adénine (Figure 14 B).

De plus, la partie phosphate participe a la stdiitbn du substrat dans le site catalytique en
formant deux liaisons conservées parmi les kinaBasme part, le résidu LY$ établit une
liaison ionique avec I'oxygéne du phosphatexetu sucre. D'autre part, les résidus Aémt

Asp'®®interagissent avec les phosphates via une codiafiravec des ions Mg (Figure 15).

13K. C. Qian, L. Wang, E. R. Hickey, J. Studts, KarBnger, C. Peng, A. Kronkaitis, J. Li, A. Whi®, Mische,
B. FarmerJ. Biol. Chem.2005 280, 6130-6137.

14 A. Kumar, V. Mandiyan, Y. Suzuki, C. Zhang, J. ®id. Tsai, D. R. Artis, P. Ibrahim, R. Bremér,Mol.
Biol., 2005 348, 183-193.
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Figure 15 : Interaction des phosphates de ’AMP-PNP avec Pim-1. (D’aprés Qjan et al.*®).

La résolution du complexe Pim-1/AMP-PNP a permis dégager une autre spécificité
structurale : au niveau de la région charnierasértion d’un ou deux résidus supplémentaires
aprés la Pri3® (comparativement & la séquence de la plupart dessés) provoque un

excentrage de la région charniéere et de surcradlangissement de la poche catalytique.

Comme nous l'avons déja mentionné, la kinase Piatdpte une conformation active en
'absence de phosphorylation activatrice. La stsdition de la conformation active fait
intervenir des interactions ioniques et des pontdrdgéne entre les résidus Ay du

domaine C-terminal et AS)f de la boucle A, ainsi que des interactions hydrophob

impliquant des résidus de la boucle d’activatiodietiomaine C-termin&l

La structure atypique de Pim-1 (ainsi que celledis< autres isoformes, Pim-2 et Pim-3) par
rapport aux autres kinases, notamment au niveda région charniere, ouvre des possibilités

guant au développement d’inhibiteurs sélectifseteedamille.

15 A.N. Bullock, J. Debreczeni, A.L. Amos, S. KnafipE. Turk,J. Biol. Chem 2005 208 41675-41682.
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|11. LESINHIBITEURSDE KINASES PIM

[11.1. Introduction

Au vu de l'implication des Pim dans les phénométegancérogénese, cette famille
de kinases fait I'objet d’un intérét particulier aein de la communauté scientifique. Depuis
une dizaine d’année elles sont considérées comnse cides intéressantes pour le

développement de nouvelles thérapies anticancéreuse

Le nombre croissant de résolutions aux rayons Xstdgctures tridimensionnelles de co-
cristaux de la kinase Pim-1 avec divers inhibitearpermis d’identifier les interactions

moléculaires mises en jeu et ainsi favoriser laception de nouveaux inhibiteurs.

La liste d’inhibiteurs de kinases Pim proposée sisdes n’est pas exhaustive. Les exemples
présentés ont été choisis afin d'illustrer la M@ristructurale des inhibiteurs compétitifs de
'’ATP connus a ce jour. Des revues récentes déatrige facon plus compléte les différents

squelettes retrouvés dans les inhibiteurs des ésnaii*>%%’

Les inhibiteurs seront classés en deux groupesratiéon de leur mode d’interaction avec la

kinase, mimétique ou non de I'ATP.
[11.2. Inhibiteurs ATP mimétiques

La premiére catégorie d’inhibiteurs regroupe leslétules établissant une liaison
hydrogéne similaire & celle qu’établit 'ATP aveaésidu GI&* de Pim-1.

111.2.a. Staurosporine et ses déritfés

La staurosporine est décrite comme un inhibitewn rsélectif de kinases.
L'indolocarbazole se place au sein d’'une zone Ipliobe du site catalytique et I'atome
d’hydrogéne de la pyrrolidinone permet d'établir lilaison hydrogéne avec la charniére

8 L. Brault, C. Gasser, F. Bracher, K. Huber, S. pfmal. Schwalletdaematologica201Q 95, 1004-1015.
123, Schenone, C. Tintori, M. Bott@urr. Pharm. Design201Q 16, 3964-3978.

16T, Morwick, Expert Opin. Ther. Patent201Q 20, 193-212.

"F. Anizon, A.A. Shtil, V.N. Danilenko, P. Morea@urr. Med. Chem 201Q 17, 4133-4141.

18 A.N. Bullock, J.E. Debreczeni, O.Y. Fedorov, A.I8&n, B.D. Marsden, S. Knap, Med. Chem 2005 48,
7604-7614.
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(Glu'* pour Pim-1). Enfin, la partie osidique se placesii site de fixation du ribose par

I'intermédiaire d’une liaison hydrogéne entre I'mmiexocyclique et le résidu ASpde Pim-

1 (Figure 16).
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Figure 16 : Structure et modélisation de la staurosporine dans le site actif de Pim-1. (D’aprés Schenone et al.

12).

La staurosporine étant un bon inhibiteur de kinades analogues ont été synthétisés comme
des bisindolyl-maléimides (BIM et LY333531). Cesngmsés présentent un€sy sub-

micromolaire vis-a-vis de Pim-1 (Figure 17 et Figure 18).

zT

0.

%Ej’cm
",
Y OCH;

‘NHCH;

Staurosporine BIM-9 BIM-1
1Go=0,01pM 1Cs50 = 0,01pM 1Go = 0,15pM

Figure 17 : Valeurs d’ICso sur Pim-1 de la staurosporine et des dérivés de bisindolyl-maléimides.

La partie bisindolyl-maléimide se place dans unehpdhydrophobe. Par exemple, dans le cas
du LY333531, des interactions hydrophdBesont établies avec les résidus Bhie'® et
lle'® (Figure 18).

25, Schenone, C. Tintori, M. Bott@urr. Pharm. Design201Q 16, 3964-3978.
0. Fedorov, B. Marsden, V. Pogacic, P. RellosM8ller, A.N. Bullock, J. Schwaller, M. Sundstrém, S
Knapp,Proc. Natl. Acad. Sci. USR007, 104, 20523-20528.
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Figure 18 : Représentation de LY333531 co-cristallisé avec Pim-1. (D’aprés Fedorov et al.lg).

111.2.b. Flavonoide?

Un premier criblage de 20 représentants de cattellé de composés, déja connus
pour leur activité inhibitrice vis-a-vis de kinases permis d’identifier la quercétagétine
comme étant un inhibiteur modéré de Pim-1 aved@sgde0,34uM (Figure 19).

Les analyses cristallographiques de la quercéeteggétmplexée a Pim-1 ont mis en évidence
I'établissement d’'une liaison hydrogéne entre &dé GlU** et le groupement hydroxyle en
position 3. Deux interactions hydrogéene supplémmgamettent en jeu I'hydroxyle en

position 4’ de la quercétagétine et les résidus®’Les GIF® de la poche de liaison au

Leu-120 o B
Arg-122 Ser-54 1 \,f'
% W -

phosphate (Figure 19).

Figure 19 : Structure RX du co-cristal Pim-1/quercétagétine. (D’aprés Holder et al.”®).

De plus, la quercétagétine est sélective de Pins-h-vis d’autres sérine/thréonine kinases

(Figure 20).

'3, Holder, M. Zemskova, C. Zhang, M. Tabrizizad BRemer, J.W. Neidigh, M.B. LillyMol. Cancer Ther
2007, 6, 163-172.
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Figure 20 : Pourcentages d’activité résiduelle sur des Ser/Thr kinases a 1 et 10 uM. (D’aprés Holder et al.’®).

[11.2.c. Complexes de ruthénium

Des complexes organométalliques de ruthénium thtidentifiés par E. Meggers
comme de puissants inhibiteurs de kinases. L’ételeclations structure-activité effectuée
sur ces composés s’appuie sur la structure dealarastporine en remplacant le motif
indolocarbazole par un pyridocarbazole et le laetqar un imide. Les atomes d’azote de la
partie pyridocarbazole sont ligandés avec le nmdgak un complexe métallique qui remplace
la partie hétérocyclique oxygénée de la staurosgdr{Figure 21).

WL 1
< H o) 8 B
B s
P | = |

Figure 21 : Conception du squelette général des complexes de ruthénium en utilisant la staurosporine
comme modele (D’aprés Debreczeni et al.u).

L’'un des représentants de cette famille, le com@8s& a démontré une trés bonne activité
inhibitrice de Pim-1 avec unkc sy de 0,22 nM, bien inférieure a celle de la staurosporine
(Figure 22).

i H
N 1
° oxNz0
eele® C ™
7 N\
ol Aael
m N\ /N
~ m .RLI
(¢} % ‘C\\
~NH 0
Staurosporine S)-1
IC50(Pim-1)=10 nM IGo (Pim-1)= 0,22 nM

Figure 22 : Structure et activité sur Pim-1 de la staurosporine et du composé (S)-1.

2], E. Debreczeni, A. N ; Bullock, G. Ekin AtillB,. S. Williams, H. Bregman, S. Knapp, E. MeggeXagew.
Chem. Int. EJ.2006 45, 1580-1585.
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La résolution par diffraction aux rayons X de leusture du co-cristal Pim{3)-1 a réveélé
gue le motif pyridocarbazole était situé dans unehpchydrophobe et que la cohésion du
complexe était assurée entre autres par troisotiaishydrogene. La premiere entre
I'hydrogéne du NH de I'imide et le résidu &1y les deux autres entre la fonction alcool
portée par le pyridocarbazole et deux moléculesud’au voisinage du GiU Les autres
ligands du ruthénium (cyclopentadiényle et CO) smgagés dans des interactions faibles de
type Van der Waals, notamment avec le méthyléneésidu GIy°. Il est intéressant de noter
gue le métal n’interagit pas avec I'enzyme et joneréle purement structural en orientant

spatialement ses ligarfd§Figure 23).

?_1‘2;6 ’ P
Lo 3 L3 pe e R ETER oS
uRtege * | B NS
. " | =240 : ‘f)\g:’
R122¢ 3

L]
Figure 23 : Interactions de (S)-1 avec le site actif de Pim-1. (D’aprés Meggers et al.zz).

L’activité biologique est corrélée a la configuostide I'atome de ruthénium. Par exemple, il
a été montré que le compogB)-2 possede une activité inhibitrice sur Pim-1 dixsfoi

supérieure & celle de I'énantiomére corresporitiéfigure 24).

N,
Br / Il”ll, COOMe
e -4

isomere (R)-2 isomere (§)-2
ICsp (Pim-1) =35 nM ICs5o (Pim-1) =3 nM

Figure 24 : ICs, des deux isomeéres de 2 sur Pim-1.

22 E. Meggers, G.E. Atilla-Gokcumen, H. Bregman, aksimoska, S.P. Mulcahy, N. Pagano, D.S. Williams,
Synlett 2007, 8, 1177-1189.

% G. E. Atilla-Gokcumen, D. S. Williams, H. Bregma¥, Pagano, E. Megger€hemBioChen2006 7, 1443-
1450.
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[11.2.d. Isoxazolo[3,4blquinoléine-3,4(H,9H)-diones

Les laboratoires Abbott ont identifié le compa3écomme chef de file en série
isoxazolo[3,4b]quinoléine-3,4(H,9H)-dione&*. Ce composé posséde des activités d’ordre

nanomolaire sur Pim-1 et d’ordreub-micromolaire sur Pim-2 (Figure 25).

. o Composé| K/ Pim-1 (nM) | Ki/ Pim-2 (nM)
[ — L > 3 218 174
/
a )N N c )N N 4 2,5 43,5

3 4

Figure 25 : K; de dérivés d’ isoxazolo[3,4-b]quinoléine-3,4(1H,9H)-diones 3 et 4.

Une étude de modélisation moléculaire simulantiti@ge de la moléculg dans le site ATP

de Pim-1 a montré que ce composé était engagdjmarmédiaire de ses deux carbonyles,
dans un réseau de liaisons hydrogéne avec I eysine molécule d’eau (Figure 26). Afin
d’optimiser les interactions avec I'enzyme danseceérie, 'atome de fluor a été remplacé par
un groupement hydroxyle (compodg Figure 25) destiné a former une liaison hydrogene
avec le résidu GIg' de la région charniére. Lorsque le compéséété testé sur un panel de

22 kinases, il a démontré une bonne sélectivité Pou-1 avec ufK; de2,5 nM (Figure 25).

Figure 26 : Modélisation de 4 dans Pim-1. (D’aprés Tong et al.za).

111.3. Inhibiteurs non mimétiques de I'ATP

Cette catégorie d’inhibiteurs présente un modefixkion atypique pour lesquels

linteraction avec le résidu Gl de la région charniére n’est pas retrouvée.

%Y. Tong, K.D. Steward, S. Thomas, M. PrzytulinskaF. Johnson, V. Klinghofer, J. Leverson, O. MdgCal
N.B. Soni, Y. Luo, N.-H. Lin, T.J. Sowin, V.L. Gingla,Bioorg. Med. Chem. Let2008 18, 5206-5208.
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[11.3.a. Dérivés d'imidazo[1,blpyridazine et de triazolo[4,3-

b]pyridazine

1.3.a.i. Imidazo[1,2-b]pyridazine¥® %°

Bullock et al. ont identifié par criblage d’'une bibliotheque demposés le motif
imidazo[1,2b]pyridazine comme point de départ pour le développ® de composés
inhibiteurs de Pim. Les imidazo[1i#pyridazines5-8, testées a une concentration finale de 1
uM, inhibent a plus de 90% Pim-1 (Figure 27). Despliévaluation de I'activité biologique
de 5 et 6 sur un panel de 50 kinases a permis de montrercgeecomposes étaient tres

sélectifs de Pim-1.

Qe o
Rl\N \N/N / /Qj‘//
. 2
Ry —

67 8
Composé R R, % d’activité résiduelle a 1uM
5 cyclopropylméthyle | acétyle 2
6 tétrahydropyran-4-yle Cl 1
7 2-pyridin-2-yléthyl Cl 0
8 / / 5

Figure 27 : Activité sur Pim-1 des composés 5-8.

L’étude de la structure du co-cristal Pin® & mis en évidence I'ancrage de ce composé dans
le site actif par l'intermédiaire d’'un réseau daidons hydrogene impliquant le N1 de
l'imidazole et les résidus L§§ GIL, 11> Phé®” ainsi qu’'une molécule d’eau. En outre,

des interactions hydrophobes accroissent la g&abili complexe (Figure 28)

Figure 28 : Interactions du composé 5 dans le site actif de Pim-1. (D’aprés Pogacic et al.zs).

18 A.N. Bullock, J.E. Debreczeni, O.Y. Fedorov, A.I8&, B.D. Marsden, S. Knapj, Med. Chem 2005 48,

7604-7614.
V. Pogacic, A.N. Bullock, O. Fedorov, P. Filippgkalos, C. Gasser, A. Biondi, S. Meyer-Monard, 8afp,

J. SchwallerCancer Res2007, 67, 6916-6924.
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Une autre imidazo[1,P}pyridazine, le SGI-1776, inhibiteur de Pim-1, PAret Pim-3 a été
identifié par criblage virtuét?”. Ce composé présente des activitésitro nanomolairessur

les Pim-1,-2 et -3 (Figure 29). Lors d'un criblalgege sur plus de 200 protéines kinases,
seules deux autres protéines (Flt-3 et Haspingtiinhibées par le SGI-1776 avec deg IC

du méme ordre de grandeur {4G 44 nM et 34 nM respectivement).

100+

<
-E- 80
3 .
. 5 607 Kinase | 1Csq (NM)
7~ 2 w0l Pim-1 7
AN~ £ .l Pim2 | 363
§ 2 Pim-3 69

2H,S0, 10710 10 10°¢ 10
SGI-1776

Figure 29 : Structure et activité inhibitrice sur les kinases Pim du SGI-1776. (D’aprés Mumenthaler et al.27).

11.3.a.ii. Triazolo[4,3-b]pyridazine$®

L’introduction d'un atome d'azote supplémentairar de squelette des séries

précédentes a permis d’accéder a de nouveauxtenibisélectifs de Pim-1.

Apres identification du chef de fil@ par criblage haut-débit, une étude de relationgttre-
activité a été entreprise sur une série de triaz@dq|pyridazines. Ces travaux ont permis
d’accéder a des inhibiteurs plus actifs sur la Rigque le chef de file. De plus, les composés
10-13 se sont avéreés sélectifs de la kinase Pim-1 |6isaunt été testés sur un panel de 21

autres kinases (Figure 30).

Composé R R, Ki/Pim-1 (nM)
9 4-CR; cPr 320
10 3-CK cPr 18
11 3-CK cHex 11
AN 12 3-Ch O\/ 21
e ANl X
H HO,
7 s,

A 3-C <5

— Ls R \O//,,,,"N/

Figure 30 : Activité des composés 9-13 sur Pim-1.

% .S. Chen, S. Redkar, D. Bearss, W.G. Wierda, &hdhi,Blood, 2009 114, 4150-4157.

27 S H. Mumenthaler, P.Y.B. Ng, A. Hodge, D. BeaB@sBerk, S. Kanetal, S. Redkar, P. Taverna, D.BusAg
A. Jain,Mol. Cancer Ther.2009 10, 2882-2893.

B R. Grey, A.C. Pierce, G.W. Bemis, M.D. Jacobs,. ®8ody, R. Jajoo, N. Mohal, J. GredBiporg. Med.
Chem, 2009 19, 3019-3022.
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Une structure aux rayons X du co-cristal Pirhila permis de mettre en évidence un mode
d’interaction comparable a celui de I'imidazopydie 5, avec une liaison hydrogéne entre
I'atome d’azote N1 du triazole et la chaine lagédg la LyS".

[11.3.b. Quinoléines 2-substituées

12° ont décrit récemment une série de 7-carboxy-8dxyduinoléines

Slimanet a
dont certains représentants possedent I8gs d’ordre submicromolaire sur Pim-1. Le

composél9 est le plus actif de cette série avec I de0,2uM (Figure 31).

Composé X R| R R, R4 | IC50/Pim-1 uM)
Ra 14 (CH), OH| H OH H 0,5
N Ra 15 (CH), H |OH| OMe| H 0,5
P 16 (CH), H | OH H OH 0,4
Hooc N R 17 CONHCH, H | OH H OH 0,6
on 18 HNCONHCH, | H H OH | OH 0,5
19 CONHCH, OH| H OH H 0,2

Figure 31 : Activité des composés 14-19 sur Pim-1

Afin d’étudier le mode d’interaction entre ces carg@s et le site actif de la kinase Pim-1, des
travaux de modeélisation moléculaire ont été enisegpur le composé6. Cela a permis de
mettre en évidence l'ancrage de la molécule dansitéee ATP, par l'intermédiaire de la
fonction acide carboxylique et des groupementsdyyes, via un réseau de ponts hydrogéne
établi au voisinage des résidus Bhely*® Gly*°, Lys®’ et Asg®® (Figure 32).

Figure 32 : Modélisation du composé 16 dans Pim-1. (D’aprés Sliman et al.ze).

2 F. Sliman, M. Blairvacg, E. Durieu, L. Meijer, Rodrigo, D. Desmaéldioorg. Med. Chem. Lett201Q 20,
2801-2805.
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[11.3.c. Thiazolidines-2,4-diones

Le criblage d’'une bibliotheque de composés de @rage Corporation a permis de
souligner I'intérét notable du squelette thiazale,4-dione pour l'inhibition des kinases
Pim-1 et -2%°. Les composés inhibent également Pim-3 aved@gsmicromolaires (Figure
33).

Composé R Ry | IC5/Pim-1 uM) | IC 5¢/Pim-2 (uM) | IC 5¢/Pim-3 (uM)
20 H CF; 0,024 0,1 17
21 F H 0,013 2,3 93
22 CH,O| H 0,15 0,02 48

Figure 33 : Activité des composés 20-22 sur les kinases Pim.

Certains dérivés de la série confrontés a 50 ksaehent une bonne sélectivité pour Pim-1

et Pim-2 vis-a-vis des autres kinases testées.

[11.3.d. Benzothiénopyrimidinones

Les laboratoires Abbott ont rapporté pour la pemifois une famille de composés
inhibant les trois kinases Pim avec desvités d’ordrenanomolaire®™.
Apres identification du chef de fi23 (K; = 130 nM sur Pim-1K; = 164 nM sur Pim-2), une
de de

benzothiénopyrimidinones. Ces travaux ont pernmasaider a de puissants inhibiteRds27

étude relations  structure-activité a été enBepr sur une Série

des trois isoformes de Pim. De plus, le comp@gé&’est avéré sélectif des kinases Pim

lorsqu’il a été testé sur un panel de 15 autresskim@Figure 34).

307, Xia, C. Knaak, J. Ma, Z.M. Beharry, C. McInn&¥, Wang, A.S. Kraft, C.D. Smithl. Med. Chem 2009

52, 74-86.

31 7.-F. Tao, L.A. Hasvold, J.D. Leverson, E.K. Hah, Guan, E.F. Johnson, V.S. Stoll, K.D. Steward, G.
Stamper, N. Soni, J.J. Bouska, Y. Luo, T.J. SownnH. Lin, V.S. Giranda, S.H. Rosenberg, T.D. Pagnd.
Med. Chem.2009 52, 6621-6636.
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23
Composé R R, Ki/Pim-1 (nM) | Ki/Pim-2 (nM) | Ki/Pim-3 (nM)
23 / / 130 164 0.7
24 D_/_g \ 1 2 0,2
O
A—; Ho—@—% T 2 3 0,5
N
_ 1
26 E>—§ Q 5 3 <0,1
27 {>—§ Q 07 2 04

Figure 34 : Activité des composés 23-27 sur les kinases Pim.

111.3.e. Pyrrolo[2,3a]carbazole® >3

Un criblage sur 66 kinases a permis d’identifierstjuelette pyrrolo[2,8}carbazole

comme point de départ pour la conception d’inhibgede kinases Pim.

Une étude de relations structure-activité a étéeprise a partir du compo&8 qui inhibe les

trois isoformes de Pim avec d#Sso, submicromolaires Suite a cette étude, des dérivés

diversement substitués sur le cycle A ont éte &prss (Figure 35). Parmi les divers

analogues prépareés, le comp@8ésubstitué par un atome de brome en position Gptéda

meilleure activité sur Pim-1 avec ul@sy, de6,8 nM.

Composé R R, IC5y/Pim-1 | IC5¢/Pim-2 | IC5¢/Pim-3

(nM) (nM) (nM)
28 H H 120 510 10
29 Br H 6,8 131 12,4
30 H Br 31 nd 24
31 H Et 66 nd 60
32 H | COOMe 30 nd 40
33 H Ck; 18 nd 6

Figure 35 : Activité des composés 28—-33 sur les kinases Pim.

32 R. Akué-Gédu, E. Rossignol, S. Azzaro, S. KnappFippakopoulos, A.N. Bullock, J. Bain, P. Cohén,
Prudhomme, F. Anizon, P. Moreali,Med. Chem2009 52, 6369-6381.

3 R. Akué-Gédu, L. Nauton, V. Théry, J. Bain, P. @ohF. Anizon, P. Morea®ioorg. Med. Chem201Q 18,

6865-6873.

38




Partie |. Premier chapitre : étude bibliographique

La résolution par diffraction aux rayons X de leusture du co-cristal Pim-28 a permis de
mettre en évidence le mode d’interaction mis en jpa maniere inattendue, les NH
aromatiques sont orientés vers l'extérieur de lahpo catalytique et par conséquent
n'établissent pas de liaison hydrogene avec l'emzymoutefois, I'ancrage est assuré
notamment par I'établissement d’'une liaison hydnagéntre I'oxygene de l'aldéhyde et le
résidu Ly§’ (Figure 36).

Figure 36 : Représentation de la structure du co-cristal Pim-1/28. (D’aprés Akué-Gédu et al.®).

Afin d’expliquer la meilleure activité du compog8 sur Pim-1 (comparé 28), une étude de
modélisation moléculaire a été entreprise. Leslta@suobtenus ont montré qu’une répulsion
stérique entre l'atome de brome et la région ckaenide I'enzyme conduit a un
positionnement de [linhibiteur plus haut dans la h@occatalytique. Ceci permettrait
I'établissement d’une liaison hydrogene supplémentntre I'inhibiteur et I'enzyme via une

molécule d’eau, stabilisant ainsi I'interactiongéie 37).

Figure 37 : Superposition des composés 28 (bleu) et 29 (rose) dans le site actif de Pim-1. (D’aprés Akué-Gédu
et al.33).
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I11.3.f. 2-cinamyl-6-amino-pyrazines

Dans le cadre d’'une étude de relations structctigiHg réalisée sur des pyrazines
diversement substituésle chef de file34 a été identifié comme un puissant inhibiteur
sélectif des kinases Pim-1 et Pim-2. Seuls deuesugnalogues ont présenté une meilleure

affinité pour Pim-1 et Pim-2 par rapport au comp@é€-igure 38).

Composé R IGY/Pim-1 (nM) | IC5¢/Pim-2 (nM)

34 C 57 40
£ il
/// H

HN\/\/\
NH

33 22

2

COOH

ZIHey
T
5

Figure 38 : IC5o des composés 34-36 sur Pim-1 et Pim-2.

[11.3.9. Dérivés d'acide 2-benzofuranique

Aprés criblage de 1800 petites molécules sur Pintds dérivés d’acide 2-
benzofuranique se sont avérés particulierementesgants et ont constitué le point de départ

d’'une étude de relations structure-acti¥i@igure 39).

AN oo Composé| X | Y| IGy/Pim-1 (uM)
5 37 H H 119
38 H Br 8,5
X 39 OMe | Br 5,8

Figure 39 : Inhibiteurs de Pim-1 identifiés par criblage moléculaire.

3 K. Qian, L. Wang, C.L. Cywin, B. T. Farmer, E. Kiy, C. Homon, S. Jakes, M.A. Kashem, G. Lee, S.
Leonard, J. Li, R. Magboo, W. Mao, E. Pack, C. RehgProkopowicz, M. Welzel, J. Wolak, T. MorwicQ,
Med. Chem 2009 52, 1814-1827.

%Y. Xiang, B. Hirth, G. Asmussen, H.-P. Biemann, A.Bishop, A. Good, M. Fitzgerald, T. Gladysheva,
Jain, K. Jancsics, J. Liu, M. Metz, A. Papoulis,3kerlj, J. D. Stepp, R. R. Wdioorg. Med. Chem. Lett
2011 21, 3050-3056.
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L’étude de la structure RX des deux composés arefge 38 et 39 dans le site ATP de Pim-
1 a donné de nombreuses indications sur les inienaaclé s’établissant entre la kinase et ces

deux dérivés de benzofurane.

A partir de la, I'optimisation de la structure dask grace a une étude de relations structure-
activité a conduit a la synthése de plusieurs guae dont le plus actif sur Pim-ICgp = 1

nM) est représenté en Figure 40.

Br

Figure 40 : A) Structure du dérivé d’acide 2-benzofuranique le plus actif sur Pim-1. B) Structure RX de 40
complexé a Pim-1. (D’apres Xiang et al.35).

L’étude du co-cristadl/Pim-1 a permis de révéler les interactions clénattant I'ancrage du
compos&40 dans le site actif de Pim-1 (Figure 40 B). Ail'siitome de brome s’insére dans
une poche hydrophobe formée par les résiduS®Mag'? et Led” situés & proximité de la
région charniére. L’affinité repose aussi sur deteractions polaires : la fonction acide
carboxylique établit une interaction ionique avecrésidu Ly& et est impliquée dans un
réseau de liaisons hydrogéne avec le*Gé Asp® par le biais d’une molécule d'eau. Par
ailleurs, le motif diaminocyclohexyle en positiondli squelette benzofurane contribue a
I'affinité grace a I'amine primaire terminale quiaBlit une liaison ionique avec le résidu
Aspr?® ainsi que des ponts hydrogéne avec' Glet Asrt’? par I'intermédiaire d’une molécule

d'eau.

Ce dérivé a également été testé sur Pim-2 sur llagug@résente une activité nanomolaire
(|C50 =4 nM)
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| V. CONCLUSION

Les kinases Pim ont un réle important dans 'oigrae puisqu’elles sont impliquées
dans la régulation du cycle cellulaire et interviemindans les phénomeénes d’apoptose.

Une dérégulation de I'expression des gepies conduit & un taux anormalement élevé de
protéines Pim ce qui peut étre a lorigine de lamiation de cancers. De plus, une
surexpression des kinases Pim est souvent assodEég phénomeénes de résistance a certains
agents de chimiothérapie. C’est pourquoi ces ks&set I'objet d’une attention particuliere
depuis quelgues années et sont considérées atjourcbmme une cible thérapeutique

prometteuse.

Cependant, il existe a ce jour trop peu d'inhibisegélectifs des Pim, ce qui fait de ces

kinases un domaine de recherche qui reste a explore

C’est pourquoi nous nous sommes intéressés a lhéesm de nouveaux inhibiteurs des
kinases Pim. En tirant profit de leurs spécificisésicturales par rapport aux autres kinases,

nous souhaitons développer de nouvelles moléculas pctives et plus sélectives.
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|. CONCEPTION DE NOUVEAUX
INHIBITEURS POTENTIELS DE KINASES
PIM

La caractéristique structurale principale des $@saPim par rapport aux autres kinases
est la présence d’un résidu proline au niveau dédmn charniére (P&’ pour Pim-1). Ainsi,
contrairement a ce qui est observé pour la majdet kinases qui établissent deux liaisons
hydrogene avec I'adénine de I'ATP, dans le caskilegses Pim, I'adénine n’est liée au site
catalytigue que par une unique liaison hydrogerabliét entre le NH de l'adénine et

I'oxygéne d’un carbonyle de liaison peptidique (Btpour Pim-1) (Figure 41).

A) B)

\
Ry
Re § < HN——

NH Ry HN H
HN \ )\ “H\N/
o

Ry

. o N
“H H
.
N
o.
. N\H.\‘
s el A N
N ‘ \> NH
R
HN \N N 1
o]
o N
[} Re i H
HO O(PO3)s N
NH Ra
/

R7 OH o

Figure 41 : Représentation schématique des interactions établies entre I’ATP et les kinases. A) Cas général ol
I'adénine de I'ATP se lie par I'intermédiaire de deux liaisons hydrogéne. B) Cas particulier des kinases Pim ou

une seule liaison hydrogéne s’établit.

Cette singularité peut étre mise a profit pourdaception de nouveaux inhibiteurs sélectifs
des kinases Pim, compétitifs de I'ATP. Les compog@eparés possederont les

caractéristiques structurales suivantes :

- Comporter une partie hétéroaromatique plane gyaunt réle de mimer I'adénine de

I'ATP. De plus, cette partie devra établir unedan hydrogéne avec la région charniere.
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- Contenir une partie mimant le ribose de I'ATRnafle favoriser I'ancrage de
l'inhibiteur potentiel dans le site ATP de la kiras

- Posséder divers substituants sur le squelettbade de maniére a renforcer les
interactions avec les kinases visées.

Ceci nous a conduits a la structure générale domméggure 42.

substitution

/Y\ )n
donneur HeeN
de liaison H \
=
X z

H
N
N
H
substitution
X,Y=CHouN
Z=CHouO
n=1ou2
mime de l'adénine
mime du ribose substitution

Figure 42 : Structure générale des cibles de synthése.

Tenant compte de ce squelette de base, nous noumeso orientés vers deux types de

systemes hétérocycliques aromatiques : les is@sd{=Y=CH) et les indazoles (X=CH,
Y=N).

La premiere partie de ce chapitre concerne la paépa de dérivés en série isoindole.
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|1. SERIE ISOINDOLE

[1.1. Généralités

La chimie autour du systeme isoindolique s’est e ces dernieres années en
vue de tirer profit de ses propriétés fluoresceatedectroluminescentes. Cet hétérocycle peut

également étre intégré dans des édifices a viséaraorale®®’.

Nous avons donc entrepris plusieurs voies de sgatha série isoindole afin d’accéder aux

molécules cibles décrites précédemment.

Dans un premier temps, afin de mettre au point woie de synthése pour parvenir aux
structures désirées, nous nous sommes orientésavergparation d’'un composé comportant
un motif cyclohexyle (cycle D) (Figure 43).
" —
C A NH
=

Figure 43 : Premiére molécule cible en série isoindole.

Pour ce faire, deux stratégies de synthese ontegWsagées successivement face aux

difficultés rencontrées (Figure 44).

- Dans la premiere voie de synthese, I'accesdriecture cible reposerait sur I'étape
clé d’amination pallado-catalysée de Buchwald-Heytav partir du dichlorophtalimidB. Ce

dernier composé serait obtenu a partir de I'acidbldiophtalique commerci&.

- Une seconde approche viserait a d’'introduireakesnes d’azote dés le début de la
synthése : aprés des étapes de protection/dépootelets amines du compo&écommercial,
et fonctionnalisation des groupements méthyles, raautirions au dérivé tétracyclique

désiré.

% p. Diana, A. Martorana, P. Barraja, A. MontalbafAoCarbone, G. Cirrinciond,etrahedron2001, 67, 2072-
2080.

37 p. Barraja, V. Spano, P. Diana, A. Carbone, Gir@iione, D. Vedaldi, A. Salvador, G. Viola, F. DAtqua,
Bioorg. Med. Chem. Lett2009 19, 1711-1714.
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/
(03 A NH N . N
lére voie de synthese ~ 2éme voie de synthese
HoN
N—Bn j@ON—SOZ'—CHz
HN HoN

Loy o

Cl

N
/ = Br
S|
N—Bn
\ _— Br
N
Cl
cl COOH HzNj©<
CI: : :COOH

HoN

[}

G

Figure 44 : Schéma rétrosynthétique des deux voies de synthése envisagées en série isoindole.

I1.2. Premiére voie de synthese

[1.2.a. Passage par un phtalimide

L’étape clé de cette premiére approche est unlageallado-catalysé de Buchwald-
Hartwig entre des amines et un phtalimide halogéeécomposé résultarit serait ensuite

réduit en isoindole. Dans un dernier temps, leeckerait formeé apres introduction du cycle
D (Figure 45).

Bn ° °
" |
N HN cl
=
C A \H —/— N——Bn — N—Bn
~
N HN cl
§ |
& 1 o o

Figure 45 : Voie rétrosynthétique de la premiére stratégie.

Il.2.a.i. Synthese du phtalimide protégé

L’'acide dichlorophtalique étant un produit comni@&icnous I'avons choisi comme
produit de départ pour cette voie de synthese.
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Tout d’'abord, le diesteB est synthétisé avec un rendement de 99% a partifadiele
dichlorophtaliqueA en présence de chlorure de thionyle dans le méltsaton la procédure
décrite par Hennessy etl.®® (Figure 46). L'étape suivante consiste en la foromaidu

phtalimide benzylé dichlorB.

Cl

cl COOH  SOCh C': :: :COOME BNHN,
MeOH | ——— N—aBn
:@: R =99%
cl COOMe c

Cl COOH
A B D o
Figure 46 : Essai de synthése du phtalimide D a partir du diester B.

Des exemples d'obtention de phtalimides substipggsun groupement benzyle a partir de

diesters méthyliques aromatiques vicinaux sontésldans la littératute™

Ainsi, pour la synthése d'indolo-carbazoles, Jdnaatial.>® forment le motif phtalimide
protégé en placant le diester méthylique correspandians la benzylamine a reflux (Figure
47).

COOMe

Bn
MeOOC L o]
o.
BnNHz
reflux N
N R =63%
H ‘
N
’

Figure 47 : Exemple de synthése de phtalimide N-benzylé. (D’aprés Janosik et al.39).

Malheureusement, lorsque le compddéa été traité dans ces mémes conditions, aucune
réaction n’a été observee (Figure 46).
Nous avons donc envisagé d’accéder au composa I'anhydride correspondant.

La synthése d’anhydrides phtaliques peut se fairdratant un diacide vicinal avec du

chlorure de thionyle d’aprés une procédure dépateBillinton etal. ** (Figure 48).

OR
COOH SOCh
CHCI3
reflux
COOH
OR

R = Et,n-Pr,i-Pr
Figure 48 : Accés a des dérivés d’anhydride phtalique a partir de diacides via le chlorure d’acyle
correspondant. (D’aprés Billinton et al.*).

3 E.J.Hennessy, S.L. Buchwalll,Org. Chem 2005 70, 7371-7375.

39T, Janosik, J. Bergmafietrahedron1999 55, 2371-2380.

“ON. Haider, R. Jbara, J. K&ferbock, U. Trakivog 2009 6, 38-47.

“L A. Billinton, N. Clayton, G. Giblin, M. Healy, Gi@ group limited, WO 2007088190 (ADQO07
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Ainsi, en additionnant du chlorure de thionyle acitle dichlorophtalique, nous obtenons

I'anhydrideC avec un rendement de 97% (Figure 49).

Cl COOH
1°) SOC}, 0°C
2° ) reflux
R =97%
Cl COOH
A

Figure 49 : Synthése de I'anhydride dichlorophtalique C.

Caswell etal** ont préparé une variété de phtalimidessubstitués par réaction de

'anhydrideC avec diverses amines dans I'acide acétique glacriaﬂlux.

o]
cl RNH,
AcOH
o}
reflux
a R = 75-97%
c o

Figure 50 : Exemple de synthése de phtalimides N-substitués. (D’aprés Caswell et al.'u).

En appliquant les mémes conditions réactionnetiess obtenons le phtalimidébenzyléD
avec un rendement de 58% apres recristallisatiors d@thanol. Nous avons cherché a

améliorer ce rendement en suivant un autre pratoegbérimental.

Ainsi, l'utilisation de toluene en tant que solveet I'introduction d’'un large exces de
benzylamine (4 équivalents) conduit aprés chauffagaflux au produit dési@**. Aprés une

purification par recristallisation dans I'éthaniel rendement atteint 82% (Tableau 1).

7 7 Conditions 1 | Conditions 2
“ BNk, © Equiv. Bn-NH 2,2 4
o — N—8n solvant AcOH Toluéne
“ refloc chauffage reflux reflux
X \ rendement 58% 82%
C D

Tableau 1 : Synthése du phtalimide D.

II.2.a.ii. Amination pallado-catalysée de Buchwaldartwig

Nous souhaitons introduire les atomes d’azotesphbstitution des atomes d’halogene

a partir du composB. Pour cela, nous avons choisi une amination cséalpu palladium.

“2L.R. Caswell, M. Guevara, L.D. Corley, A.V. Marin, T. Hollis, K. Largess, D.L. Thornlegynthesis1992
9, 823-825.
V. Maslak, Z. Yan, S. Xia, J. Gallucci, C.M. HadddD. Badijic,J. Am. Chem. Sp2006 128 5887-5894.
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L'utilisation de la benzylamine dans cette réactipermet de protéger les amines. Une seule
étape serait nécessaire pour cliver les groupenbemzayles présents sur les cycles A et C et
aboutir & la structure cible (Figure 45, page 47).

La formation pallado-catalysée de liaisons carbar@e sur des squelettes hétéroaromatiques

est un outil extrémement attractif et efficace ymtlsese organique.

Les groupes de Stephen L. Buchwald et John F. igrponniers dans ce domaine ont ainsi
développé des méthodes de préparation d’anilineartér d’halogénoaryles et d’amines en

utilisant divers ligands et sources de palladititn®®

X N
PdIL g,
Ry +  NHRR, P3¢  _ Rw
t.a. ou reflux

X=Br,Cl

Figure 51 : Création pallado-catalysée de liaison C-N aromatique.

Le mécanisme proposé pour ce couplage est donRigere 52.

0
AN(CHRNR? <~ -~ LPd"-

\I

Ve
L,Pd"" —N(CH>R")R?
A

Ar

A

o
NuX, Bu'OH “ \ b ,/_\
PN HN(CH3R')R?

— |
NaOBu L,Pd" <—NH(CH-R )R>

\
Ar

Figure 52 : Mécanisme du couplage pallado-catalysé de Buchwald-Hartwig. (D’aprés Abaev et al.46).

Le cycle catalytigue démarre par I'addition oxyaadée I'halogénure ArX sur le complexe de
palladium (0) (étap@). Il s’en suit une étape ou I'amine se chélataeratal (étapd). Une
base capte le proton de I'amine et soustrait I'p@tmre du complexe avant I'élimination

réductrice conduisant a I'arylamine (étape

*J.P. Wolfe, S. Wagam, J.-F. Marcoux, S.L. BuchwAlt. Chem. Resl998 31, 805-818.
5 J.F. HartwigPure Appl. Chem1999 71, 1417-1423.
V. T. Abaev, O.V. SerduylRuss. Chem. ReR008 77, 177-192.
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Hennessy et Buchwald décrivent I'amination palladtalysée sur des systemes
hétéroaromatiques analogues & nos composéseule differe la nature du groupement

protecteur sur I'atome d’azote du phtalimide (FegGB).

° NH, Pdy(dba), 1 mol% Pd Q
X-Phos, 2 mol%
cl HN
CsCO;
N—TIPS  + N—TIPS
toluéne, 110°C
c R=02% H
o o

Figure 53 : Exemple d’amination pallado-catalysée réalisée sur un dichloro-phtalimide. (D’aprés Hennessy et
al.®®).

En utilisant les mémes conditions réactionnellescala benzylamine (Figure 54), il reste
beaucoup de produit de dépBrmalgré un temps de réaction de 24 h. Les prodwet® sont
obtenus avec des rendements respectifs de 2% eOh%bserve en outre une importante

dégradation du milieu réactionnel.

BnNH, o

o) o)
Pd(dbay H
cl X-Phos Bn—N c
CsCO;y
N—Bn ————— N—Bn + N—aBn
toluéne
a reflux Bn N Bn——N
H H
o
D °© 1 ° 2
R=2% R=1%

Figure 54 : Préparation des composés 1 et 2.

Nous avons essayé, sans succes, de réaliser teomésgus irradiation micro-onde afin de

diminuer le temps de réaction et limiter la dégtamsadu milieu réactionnel.

Suite au trés faible rendement obtenu en prabumous avons décidé de tenter le couplage

plus en aval dans la synthese, c'est-a-dire apremafion de l'isoindole a partir du phtalimide

D (Figure 55).

HN cl cl
— —
N—-Bn — N—Bn —— N—=Bn
S =
HN cl cl

Figure 55 : Schéma rétrosynthétique de la voie alternative envisagée.

3 E.J.Hennessy, S.L. Buchwalli,Org. Chem 2005 70, 7371-7375.
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La littérature montre qu’un phtalimidé-benzylé peut étre réduit en isoindole corresponda

en employant LiAlH en présence de méthanol dans le YHFigure 56).

o
LiAIH 4, 3 équiv.
MeOH 6 equw
N—Bn N—=Bn
THF
R=56 %
o

Figure 56 : Réduction de 'anhydride phtalique N-benzylé. (D’aprés Carpino et al.”’).

Lorsque nous avons appliqué ces conditions réadl@msnau produitD, aucun nouveau
produit ne s’est formé malgré I'exces d’hydrureraduit. Nous avons également essayé la
réaction avec LiAlH en 'absence de méthanol. Dans ces conditions, deuxeaux produits
ont été observés par CCM. Cependant, ils n‘ontgeagtre isolés par chromatographie sur

colonne de silice.

Deux autres essais de réduction ont été réalisggésence de DIBAL-H ou de BHHF.

Malheureusement, dans ces conditions, aucune @aatt été observée (Tableau 2).

[e)

cl cl
[red] =
N—Bn ——%—> N—Bn
solvant S
cl cl

D o
Réducteur Solvant Produit
LiAIH 4,/MeOH(3 équiv.)| THF Produit de départ
LiAIH 4 (3 équiv.) THF Mélange
DIBAL-H (12 équiv.) CHCI, | Produit de départ
BHs. THF (3 équiv.) THF Produit de départ

Tableau 2 : Conditions réactionnelles utilisées pour la réduction du phtalimide N-benzylé D.

Les différents essais menés n'ayant pu aboutirpadparation de I'isoindolB-benzylé, nous

avons envisagé une voie de synthese alternative.

[1.2.b. Passage par une isoindoline

Cette nouvelle stratégie passe par un intermédsaindolined qui peut étre préparé a
partir de l'acide dichlorophtaligué suivant une séquence de réduction, bromation et

cyclisation (Figure 57).

“"L.A. Carpino, R.E. Padykula, D.E. Barr, F.H. HdllG. Krause, R.F. Dufresne, C.J. ThomhrQrg. Chem).
1988 53, 2565-2572.
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Il est a noter que le synthon dibrorBéoffre la possibilité de diversifier la nature des

groupements protecteurs présents sur l'isoinddline

cl cl al
= Br
N—-Bn — N—-Bn ———
S Br
cl cl cl
4

3

cl COOH cl
OH
——
OH
cl COOH cl
A E

Figure 57 : Schéma rétrosynthétique permettant I'accés a I'isoindole N-benzylé en passant par une
isoindoline.

[I.2.b.i. Préparation du dérivé di-bromé 3

Dans un premier temps, afin de préparer l'interaiégl3, nous avons appliqué les
conditions réactionnelles décrites dans la littémat pour la réduction de [lacide
dichlophtalique. L’emploi du complexe BAHF*® conduit au dioE avec un rendement de

55% apreés recristallisation dans un meélange cygkm&'acétone 90:10 (Figure 58).

L’emploi de HBr dans l'acide acétique comme agemtbdomatiol® permet d’obtenir le

synthon clé3 avec un bon rendement de 92% (Figure 58).

cl COOH cl HBr cl
BH3.THF OH AcOH Br
—_— —_—
R =55% OH reflux o
cl COOH cl R=92%
A E 3

Figure 58 : Synthése de I'intermédiaire dibromé 3.

I1.2.b.ii. Préparation d’isoindolines protégées

La synthése d'isoindolines a partir de précurséanszéniques dibromométhylés en

présence de 2-aminoacétate de méthyle a été tépgmar Hou eal.>® (Figure 59).

“8D.F. Perepichka, M. Bendikov, H. Meng, F. WullAm. Chem. Sq2003 125, 10190-10191.
“9L.A. Levy, Synth. Comm1983 13, 639-648.
0 D.-R. Hou, M.-S. Wang, M.-W. Chung, Y.-D. Hsieh-H. Gavin Tsai,). Org. Chem 2007, 72, 9231-9239.
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R
1 Ry

Rs Q® R3 COOCH;
Br  Cl NH3CH,CO,CHy

Br K»COs
CHACN

R, R,

Ry=CHy, R, = Ryg=H; R=56%
Ry =R, = H, Ry = OCHy; R = 22%
Ry =R, =H, Ry = CO,CHy; R = 40%

Figure 59 : Exemple de formation d’isoindolines N-substituées. (D’aprés Hou et aI.5°).

En se référant a ce protocole expérimental, unebldogubstitution nucléophile par la
benzylamine a été réalisée sur le com@eé présence de,RO; a reflux de I'acétonitrile
afin de conduire a 'isoindoliné avec un rendement de 73% (Figure 60).

BnNH,
cl K,co, @
Br CHCN
—_— N——=Bn
Br reflux
al R=73% ¢
3 4

Figure 60 : Synthése du composé 4.

[1.2.b.iii. Oxydation des isoindolines protégées

Les travaux de Thesing at.>! réalisés sur des isoindolindésalkylées ont montré

gu’il était possible de synthétiser les isoindalesrespondants via -oxyde (Figure 61).

H,0, 30% CHs Ac0
MeOH / NEt =
N——CHz ————> —_— N——CHj
R =78% R = 65% ~
o

Figure 61 : Exemple de synthése d’isoindoles N-substitués.

Lorsque nous avons appliqué des conditions siragaau dérived, la réaction n’a conduit

gu’a une dégradation lente du produit de dépagufiei 62).

Une alternative consistant a employer du dioxydend@ganese dans le dichlorométhane a
également été décrite pour oxyder des indolMesibstituée¥. Le traitement du compogg
par du MnQ dans le dichlorométhane n’a conduit qu’a une diagian du milieu réactionnel
(Figure 62).

®1J. Thesing, W. Schéfer, D. Melchidiebigs Ann. Chem1964 119 119-126.
*2p, E. Mahaney, A. T. Vu, C. C. McComas, P. Zhdng\l. Nogle, W. L. Watts, A. Sarkahian, L. Leventha
N. R. Sullivan, A. J. Uveges, E. J. TrybulsRiporg. Med. Chem2006 14, 8455-8466.
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H,0,, 30%

Cl cl
MeOH /Bn
N—Bn —X%—> N\
cl cl (0]

4
MnO,

CH,Cl, Ac,0
NEt;

cl

/
N—-8n
cl

=

Figure 62 : Tentatives d’obtention de I'isoindole N-benzylé.

L’échec de la formation de I'isoindole peut se ijiest par I'instabilité du composé a l'air et
a la lumiére. Par conséquent, une autre méethogeéparation des isoindoles a été envisageée.
Kreher etal.>®* ont montré que la synthése dd-Boindoles pouvait étre réalisée en milieu

basique a partir d'isoindolines substituées pagraupement méthanesulfonyle (Figure 63).

Br Br
tBUOK
DMSO =
N—=SO0,—CH; ———————» NH
R = 86% ~—
Br Br

Figure 63 : Exemple de synthése d’isoindole. (D’aprés Kreher et al.>’).

Dans un premier temps, nous avons donc traité lev&dé3 en présence de
méthanesulfonamide dans les méme conditions réaeties que celles utilisées pour la
préparation du compoge Ainsi, le produit5 a été obtenu avec un bon rendement de 91% et

se présente sous forme d’un solide stable a itaie (Figure 64).

CH3SO,NH,
cl K,co; ©
Br  CHsCN
N——S0,—CHj
Br reflux
cl R=91% Cl
3 5

Figure 64 : Protection de I’azote par un sulfonamide.

En présence deert-butanolate de potassium dans le DMSO, le comfos®snduit a
lisoindole 6 apres élimination du méthanesulfonyle et aromi@isadu systeme. Le

rendement de la réaction est de 97% (Figure 65).

3 R. Kreher, K. J. HerdAngew. Chem. Internat. Edit974 13, 739-740.
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c Buok _=
DMSO
N—S0,—CH; ———— » NH
R =97% S
cl el

5 6

Figure 65 : Synthése du composé 6.

La suite de la synthese consistant en I'aminatienBdchwald-Hartwig sur les positions
chlorées aurait pu se poursuivre a partir de dernmediaire. Mais I'isoindole s’est révélé
particulierement instable, ce qui nous a amenégubréger I'hétérocycle avant la réaction de
couplage.

Ainsi, la protection de l'isoindolé a été realisée dans les mémes conditions quescelle

employées par Simon at pour la synthése dé-tosylindoles”.

Le produit 7 a ainsi été obtenu avec un rendement de 99% @-&fijc

PhSO,CI
cl NaOH cl
= BuN'HSO, =
NH &@— 07 N——SO,—Ph
=~ CH,Cl, =~
Cl R=99% Cl
6 7

Figure 66 : Synthése de I'isoindole 7.

L’isoindole 7 a ensuite été engagé dans une réaction d’aminptiledo-catalysée dans les
mémes conditions que pour la préparation des coésydost 2 (Figure 54, page 51). Aucun
produit formé n’a pu étre identifié a I'issue de rkaction : nous n’observons que de la

dégradation du produit de départ (Figure 67).

BnNH,
Pdy(dba)

cl X-Phos BnHN
— CsCO, —
N——S0,—Ph N——S0,—Ph
S toluéne S
cl reflux BnHN

7

Figure 67 : Essai de couplage de Buchwald-Hartwig sur le dérivé 7.

Face a ces problemes de réactivité, nous avonsag@/de réaliser 'amination de Buchwald-

Hartwig sur des aryltriflates.

% G. Simon, H. Couthon-Gourves, J.-P. Haelters, @b€l, N. Kervarec, F. Michaud, L. Meijet, Heterocyclic
Chem, 2007, 44, 793-797.
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[1.2.c. Essai a partir d’aryltriflates

Le schéma de rétrosynthese envisagé nécessitédarption de l'aryltriflaté (Figure

68) sur lequel sera effectuée la réaction d’ammatie Buchwald-Hartwig.

E BnHN COOMe TfO COOMe

—
NH ———> f—

-

m BnHN COOMe TfO COOMe

8
Figure 68 : Nouvelle voie de synthése impliquant des groupements triflate.

De nombreux exemples de couplages pallado-catalgeé8uchwald-Hartwig entre une

amine et des triflates sont rapportés dans ladiiée”® (Figure 69).

: : o i :
NaGQBu
* BNH, toluene
HaC CH, reflux HaC CHs
R=73%
Figure 69 : Exemple d’amination pallado-catalysée d’aryltriflate par de la benzylamine. (D’aprés Wolfe et
al.®).
Nous avons donc préparé laryltriflaB a partir de la butan-2,3-dione aprés O-silylation,
cycloaddition avec de l'acétylene dicarboxylate méthyle puis déprotection selon des

procédures décrites dans la littératfiré (Figure 70).

o TMSCI

LiBr TMSO oTMS TMSO. coome gy, HO CooMe
NEtg MeO,C ——=—=——CO,Me CCl,
—_— -9 —_——
THF reflux R =94%
= TMSO COOM HO COOMe
o R =84% R =83% e

F

Figure 70 : Voie d’accés au 4,5-bis(hydroxy) acide phtalique diméthyl ester F.

Le diol F, obtenu au laboratoire par F. Anizon a été trawéc de I'anhydride triflique pour

donner le triflate corresponda8t® avec un rendement de 40% (Figure 71).
HO. COOMe Tf,0 TfO COOMe
NEty
CH,Cl,
HO COOMe R =40% TfO COOMe
F 8

Figure 71 : Synthése du composé 8.

% J.P. Wolfe, S.L. Buchwald, Org. Chem 1997, 62, 1264-1267.

L. Hanson, R. Carlsocta Chem. Scandl989 43, 304-306.

> A.S. Drager, D.F. O'Brien]. Org. Chem 200Q 65, 2257-2260.

8 U. Dreschler, M. Pfaff, M. HanacEur. J. Org. Chem 1999 3441-3453.
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Le compos& a ensuite été engagé dans une réaction d’aminatignésence de benzylamine
et du systéme catalytique décrit par Buchwald mrécénent utilisé. Dans notre cas, seule
I'hydrolyse du triflate a été observée (Figure 72).

BnNH,
Pdy(dba)y

TfO. COOMe X-Phos BnHN COOMe

Cs,CO,

——

toluene

TiO COOMe reflux BnHN COOMe
8

Figure 72 : Tentative d’amination pallado-catalysée sur I'aryltriflate.

[1.2.d. Conclusion

Face aux problemes de réactivité rencontrés lerséthpe d’amination, nous avons
décidé d’introduire les atomes d’azote deés le dalmtla synthese dans le but de nous

affranchir de I'étape de couplage pallado-catalysée
11.3. Deuxiéme voie de synthese

Afin d'introduire les atomes d’azote dés le débatla synthése, nous avons choisi

comme produit de départ le 1,2-diamino-4,5-dimdibgkzene commerciés.

Cette nouvelle voie repose, apres bromation desipgroents méthyles en position
benzylique, sur la construction de la partie isolmé selon la procédure mise au point
précédemment, en ayant au préalable masqué laivittaales amines sous forme de

thiadiazole (Figure 73).

H
N N N
— / ~ / ~ Br
C A NH — s N—S0,—CH; —> S
S \ P \ = Br
N N N
” l
HoN : :
HoN

G
Figure 73 : Schéma rétrosynthétique de la deuxiéme voie de syntheése.
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Burmester eal.>®

ont effectué la protection des amines du 1,2-diardi,5-dibromobenzene
en présence de chlorure de thionyle et de triéthila dans le dichlorométhane avec un

rendement de 66% (Figure 74).

socl,

H,N Br E13N N Br

CH,Cl, /=

e L

reflux \ =

HoN Br R =66% N Br
. . . . . N 59
Figure 74 : Protection des amines sous forme de benzothiadiazole. (D’aprés Burmester et al.”).

En appliquant les mémes conditions réactionnellepraduitG, nous obtenons le deérivg&

avec un rendement de 68% (Figure 75).

socl,

HaN Et;N N
CH,Cl, /s
R
reflux \ =
HoN R = 68% N
G 9

Figure 75 : Synthése du composé 9.

Apres bromation des groupements meéthyles selon rotogole expérimental décrit par

|'60

Carroll etal.”™ pour I'analogue monomeéthylé d&& nous obtenons le compo&@ avec un

rendement de 73% (Figure 76).

NBS

N AIBN N
VAR CH,Cly VAN Br
S —_— S
\ = reflux \ = Br

N R=73% N

[¢] 10
Figure 76 : Synthése du composé 10.

Le composéll préparé dans les mémes conditions que cellesaddi pour son analogue

dichloré5 est obtenu avec un rendement de 91% (Figure 77).

CH3SO,NH,
N K,COy N
\
/ Br CHLCN /TS
S —— g N——S0,—CHs
\ = Br reflux \ =
N R=91% N
10 11

Figure 77 : Synthése du composé 11.

%9 C. Burmester, R. FausSynthesis2008 8, 1179-1181.

8 W.A. Carroll, R.J. Altenbach, H. Bai, J. D. Bripmil.E. Brune, S.A. Buckner, C. Cassidy, Y. Chen, M.
Coghlan, A.V. Daza, I. Drizin, T.A. Fey, M. Fitzgdd, M. Gopalakrishnan, R.J. Gregg, R.F. Henry, M\W
Holladay, L.L. King, M.E. Kort, P.R. Kym, I. Milig, R. Tang, S.C. Turner, K.L. Whiteaker, L. Yi, Ehang,
J.P. Sullivan]. Med. Chem?2004 47, 3163-3179.
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Parmi les nombreux systemes réducteurs décrits Warigtérature pour cliver le cycle
benzothiadiazofé®2® nous avons choisi d'utiliser NaBHvec une catalyse au chlorure de
cobalt comme I'ont décrit DaSilveira Netoaf* sur le 1,2,3-benzothiadiazole (Figure 78).

NaBH,
N CoCh.6H,0 NH,
= \ EtOH
N R = 95% NH
Figure 78 : Exemple de réduction de benzothiadiazoles. (D’aprés DaSilveira Neto et aI.64).

Ainsi, en employant un protocole expérimental agaég I'étape de réduction du thiadiazole

11 a été réalisée avec un rendement de 56% danslangaeélHF/EtOH (Figure 79).

NaBH,

N CoCh6H,0 N
/T THF/EtOH
S N—S0,—CH; —————> N——S0,—CHjs
\ = reflux
N R =56% HN
1 12

Figure 79 : Synthése du composé 12.

La derniére étape de condensation du dér®/gur une dione vicinale ou umechlorocétone
cycliqgues n'a pas été essayée. En effet, le caeanten reproductible de I'étape de réduction

nous a conduits a abandonner cette voie de synthése

[1.4. Conclusion

Malgré lattractivité que présentaient ces voiessginthése, les rendements modestes
obtenus ainsi que des problemes de reproductitsla@erent problématiques. De plus, la
faible stabilité des isoindoles ou de certainesndaines préparés laisse présager des
composeés finaux peu accommodants. Ces observatmms ont par conséquent conduits a

renoncer aux travaux en série isoindole au prestiddazoles développés en paralléle.

LY. Ito, T. Miyake, S. Hatano, R. Shima, T. Ohava,Suginome,). Am. Chem. Sqcl998 120, 11880-11893.

%2 M.D. Rosen, M.D. Hack, B.D. Allison, V.K. Phuon@.R. Woods, M.F. Morton, C.E. Prendergast, T.D.
Barrett, C. Schubert, L. Li, X. Wu, J. Wu, J.M. Edman, N.P. Shankley, M.H. Rabinowi&ioorg. Med.
Chem, 2008 16, 3917-3925.

83 3. Miao, C.G. Bangcuyo, M.D. Smith, U.H.F. BuAngew. Chem. Int. EQR006 45, 661-665.

% B.A. DaSilveira Neto, A.S. Lopes, M. Wiist, V.E.Oosta, G. Ebeling, J. Duporitet. Lett, 2005 46, 6843-
6846.
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I1l. SERIE INDAZOLE

[11.1. Introduction

Les cibles de synthése en série indazole sonbguned a celles de la série isoindole.

Leur structure générale est donnée en Figure 80.

.
| '
/Z N N\
D C A N
AL
n N
|
R
Figure 80 : Cibles de synthése en série indazole.

Je me suis consacrée dans cette série a la piépaglat composés comportant un cycle D
carboné a 5 chainons. Afin de valider les voiesyighese envisagées, nous nous sommes

donné pour objectif la synthése du composé représenFigure 81.
N N\N
Y4

Figure 81 : Premiere molécule cible en série indazole.

La voie de synthése mise au point pourra ensuite Wdtlisée pour préparer des composés

substitués sur les deux atomes d’azote du cyckdLife 80).

Deux stratégies de synthese ont été exploréedtia gat’'indazoleJ, facilement accessible a

partir de la 2-méthyl-4-bromo-anilirié commercial® (Figure 82).

- 1°®voie de synthése : aprés réduction du groupenieatdu composé, I'ouverture
d’'une aziridineN-substituée suivie d’une cyclisation conduiraifa & création d’'une liaison

C-N, a la formation du cycle C.

- ™ voie de synthése : une amination pallado-catalyaééa position bromée en C5
de I'indazole] pourrait aboutir, apres réduction du groupemetnd @it condensation avec une
dicétone vicinale ou une-chlorocétone cycliques, a la formation des cydest D. Une

derniere étape de réduction permettrait I'accesmdlécule cible.

 G.-D. Zhu, J. Gong, V. B. Gandhi, K. Woods, Y. |06 Liu, R. Guan, V. Klinghofer, E. F. Johnson, §.
Stoll, M. Mamo, Q. Li, S. H. Rosenberg, V. L. GidamBioorg. Med. Chem2007, 15, 2441-2452.
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On peut remarquer que les positions 5 et 6 du cegpoe sont pas équivalentes. Ainsi, le

squelette indazole pourra étre fonctionnalisé activement.

1ére voie de synthese .: )i/ 2éme voie de Synthese

Ry " N\N
V4

HN /N

/ - |
ey s
& ! ) \
N R

Figure 82 : Schéma rétrosynthétique des deux voies de synthése envisagées en série isoindole.

I11.2. Préparation de I'indazole J

Le 5-bromo-6-nitroindazol@ a été synthétisé aisément en deux étapes en agpliqu
un protocole décrit dans la littératbitel"aniline H commerciale a tout d’abord été nitrée en
présence de KN et HSO,. Dans un deuxieme temps, I'indazdla été obtenu par réaction

de NaNQ sur le composé dans I'acide acétique. Le rendement sur deux gtapede 59%

(Figure 83).
NH, KNO, ON N, NaNO,  ON n
_ Hso __AOH \,
R=87% R =68% /
Br CHj Br CHj Br
H I J

Figure 83 : Synthése du 5-bromo-6-nitroindazole J.

62



Partie |. Deuxiéme chapitre : résultats et discussion

Les premiers essais de réduction et de fonctiosatédn en position 5 du compodént éte

réalisés par L. Gavara, post-doctorant au laboeaféigure 84).

Une réduction du groupement nitro en amine catalygaé palladium sur charbon a 10% en
présence de formiate d’ammonium dans le méthameflax a conduit au dériv€ avec un
rendement de 94%. Cependant, ce composé s'est aa&sble, ne permettant pas de

modification ultérieure.

Des aminations catalysées au cuivre ou au palladininégalement été tentées sur le composé

O,N n Pd/C HoN E
N\ NH,"HCOO \
N — N
Y MeOH Vi
Br R =94% Br
J K
RNH,
[Pd] ou [Cu]

H
N

J, sans succes.

O,N

>>\:\/

H

|
R
Figure 84 : Essais de réduction et d’amination a partir du composé J.

Nous avons supposé que la présence du groupenzediazple non protégé pouvait étre a

I'origine de l'instabilité du compodé et de I'échec des réactions de couplage.

Nous avons donc envisagé la protection du NH dedzolel].

I11.3. Protection de I'atome d’azote en position 1du

cycle indazole

Divers groupements protecteurs (Boc, acétyle eBPdt été introduits par L. Gavara
sur le composd. Aucun des dérivéll-Boc etN-PMB n’ont été synthétisés avec une bonne
régiosélectivité N1/N2. Bien que la protection ¢edme d’azote en position 1 du motif

indazole de) par un groupement acétyle ait été sélective, heposé s’est avéré instable.

Slade etal.’®

ont publié récemment un article décrivant la ptte sélective de I'atome
d’azote en position 1 du cycle indazole par un gemoent THP en présence d’APTS et de

DHP (Figure 85).

% D.J. Slade, N.F. Pelz, W. Bodnar, J.W. Lampe, R/&sonJ. Org. Chem 2009 74, 6331-6334.
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Ra N DHP R N
\ APTS cat. \
N — N
Y CH,Cl, /

Ry
Ri=Ry=R;=H ;R = 99%
R, =R;= H, R,= NO,; R = 99%
R;= OMe, R, = Ry = HR = 97%
R, =R, = H, Ry= OMe ; R = 97%

Ry

Figure 85 : Protection régiosélective de dérivés d’indazole par un groupement THP. (D’aprés Slade et al.*®).

En se placant dans les mémes conditions réactiesnabus obtenons le déri¥8 protégé de

facon régiosélective avec un bon rendement de 78%.

DHP THP
ON N APTScat. O N
N\ CH,Cl, \
N ——— N
/ R =78% /
Br Br
J 13

Figure 86 : Protection du dérivé J par un groupement THP.

Partant de ce synthon clé, nous avons envisagéditede la synthése selon les deux voies

présentées en Figure 82, page 62.
I11.4. Premiére voie de synthese

La formation du cycle C repose sur 'étape clé da&rture d’'une aziridine par I'amine
primaire en position 6 de I'indazole et sur la té&acde couplage intramoléculaire entre la
position C5 de l'indazole substituée par un atom®dmme et I'amine issue de I'ouverture de

I'aziridine (Figure 87).

THP

NS DAY S
fr— N
“Uyy, E " Br
13

N Bi
H H
/
R

8
A

Figure 87 : Analyse rétrosynthétique de la premiére voie d’accés aux composés finaux.

Dans un premier temps, la réduction du groupeméntdii composd 3 a été effectuée avec

du dithionite de sodium dans I'éthanol selon lacpdure décrite dans la littérature sur des
composés nitro-aromatigqués

Nous obtenons par cette méthode un rendement deeB5%mposé4 (Figure 88).

7 A. Er-Rhaimini, R. MornetSynthesis1988 2, 154-155.
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Na&,S,04
EtOH
reflux

| R =35% 1
ON LHp HN "LHP
\ \
Va Va
Br Br
13 14
NaS. 9HO
EtOH
reflux

R =80%

Figure 88 : Réduction du composé 14.

L'utilisation du sulfure de sodium comme autre rééuf® a permis d’améliorer le

rendement qui atteint 80% (Figure 88).
L’étape suivante a consisté en un couplage du ceéigbavec des aziridines.
Ces hétérocycles azotés sont couramment employésneoprécurseurs de composes

diaminés. En effet, leur caractere électrophilevgtrieur ouverture par divers nucléophiles,

dont des amines.

Nous avons choisi d’utiliser une aziridiNebenzylée, ce groupement pouvant étre facilement
éliminé en fin de synthése par hydrogénolyse.
Ainsi, nous nous sommes intéresses aux travawekiar 8tal. concernant I'ouverture d’'une

aziridineN-benzylée par de I'aniline catalysée par du tefld&tairt® (Figure 89).

Sn(OTf), 5mol% NHBn
CH,Cl,
N—=Bn + PANH, —MM ———»
R =74% o,
“iNHPh

Figure 89 : Exemple d’ouverture d’aziridine catalysée au triflate d’étain. (D’aprés Sekar et al.sg).

L'aziridine N-benzyléeM a été préparée en deux étapes a partir de I'épdxydvec un
rendement global de 47%, selon des protocoles imegtaux de la littératuf@ (Figure 90).

NHBN
Bn

...nll\\\\\O BnNH, PPh N/
s LiBr DIAD
e D MIoH —_—
THF THF
L M

Figure 90 : Synthese de I'aziridine N-benzylée M.

8 F. Grillet, B. Baumlova, G. Prévost, J.F. Const&htChaumeron, D. C. H. Bigg, A. E. Greene, A. &zawa,
Bioorg. Med. Chem. Let2008 18, 2143-2146.

9G. Sekar, V.K. Singh). Org. Chem 1999 64, 2537-2539.

O A. B. Pulipaka, S. C. Bergmeiynthesis2008 9, 1420-1430.
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La mise en réaction de I'aziridind avec 'indazolel4 en utilisant les conditions de Sekar et
al. n'a conduit gu'a une conversion partielle du pibdde départ, malgré un ajout
supplémentaire de triflate d'étain (charge catglyi finale de 15 mol%) et un chauffage a
reflux durant 72 h. Cependant nous avons observéC@a la formation d’'un nouveau
produit trés polaire. Aprés chromatographie suoroé de silice, I'étude du spectre RMIN

a révélé la présence du produit attendu sous fateneéeux diastéréoisomerés dans le

rapport 6:4, isolés avec un rendement de 16% (€ig).

THP

H
Bn
N ~ HoN I‘HP v_u\\\\\N N
\ Sn(OTh, \N
+ N —_— /
Y/ CH,Cl,
B
Br reflux hd
R = 16% |

M 14 5 15

n

Figure 91 : Ouverture d’aziridine par le dérivé 14 catalysée au triflate d’étain.

Une chélation du catalyseur par le N2 de I'indazmid’oxygene du THP pourrait expliquer

le faible avancement de la réaction malgré la ahaggalytique importante introduite.

Face a ce probleme, nous avons opté pour la synttiése aziridine plus réactive en

remplagant le groupement benzyle par un arylsuifode.

En effet, diverses conditions réactionnelles saurites dans la littérature pour I'ouverture

d’aziridinesN-tosylées par des amines aromatiques. Quelquespée®isont donnés dans le

Tableau 3.
NHTs
catalyseur
N—Ts + PhNH, ——————>
solvant u
"INHPh

Catalyseur Solvant Température| Rendemeni Ref
LiClO, (10 mol%) CHCN ambiante 90% &
/ DMSO 60°C 85% 5
B-cyclodextrine (25 mol%) kD/acétone ambiante 89% | "~

Tableau 3 : Conditions réactionnelles décrites dans la littérature pour I'ouverture d’aziridines N-tosylées par
I'aniline.

Comme pour son analogue benzié la synthese de l'aziridine tosyléé se fait en deux
étapes a partir de I'époxyde Nous lI'avons obtenue avec un rendement de 66%6leux

étapes en utilisant les conditions décrites pamigueal.”® (Figure 92).

" X. E. Hu,Tetraedron 2004 60, 2701-2743.

2J. Wu, X. Sun, W. Sui©rg. Biomol. Chem 2006 4, 4231-4235.

M. A. Reddy, L. R. Reddy, N. Bhanumathi, K.R. R&bem. Lett 2001, 246-247.
" J. Huang, P. O'BrierTet. Lett, 2005 46, 3253-3256
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NHTs
TsNH, 1°) pyridine/MsCI _ATs
e K,COy CH,Cl, N

§  BaNEgCr reflux

y — [ M. WIOH
dioxane 2°) K,CO4
reflux CH,CN

L reflux N

Figure 92 : Synthése de I'aziridine N-tosylée N.

La réaction d’ouverture de I'aziriding-tosyléeN par lI'indazolel4 a été testée selon les trois

conditions opératoires présentées dans le Tableau 3

La réaction en I'absence de catalyseur dans le DM®0Nnduit a la récupération du produit
de départl4d. De méme, ni la catalyse au perchlorate de lithiomalgré une charge totale en
catalyseur de 1 équivalent, ni l'utilisation @ecyclodextrine (25 mol%) n’ont conduit a
I'ouverture de I'aziridineN (Tableau 4).

H

N N\ catalyseur : \
N
+ N —_—— /
/ solvant
Br
Br NH
N 14 |

Ts

catalyseur Solvant Température Produit
LiClIO, CHsCN t.a.— 80°C | Produit de départ
/ DMSO 60°C Produit de départ
B-cyclodextrine| H,O/acétone ambiante Produit de départ

Tableau 4 : Essais d’ouverture de I'aziridine N-tosylée par le dérivé 14.

Nous avons attribué I'échec de ces essais a I failriéophilie de I'amine de I'indazolel.

Finalement, nous avons envisagé une derniére aflieenprésentée en Figure 93. Une
amination pallado-catalysée serait tout d’abordigéa entre l'indazold 6 et I'aziridine O.
Dans un second temps, I'ouverture de l'aziridimsadbtenue par la benzylamine permettrait
lintroduction du cycle D sur le squelette indazoRar ailleurs cette méthode présente
'avantage de pouvoir diversifier la nature du gitbant R de I'amine introduit & cette étape
(Figure 93).

N THP QN THP EZ\NH I e
YT = S
ya ya /
Br Br Br
16

TH
R

Figure 93 : Schéma rétrosynthétique de la voie de synthése impliquant un indazole dihalogéné.
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Sasaki etal.” rapportent des exemples Nearylation d'aziridines catalysées au palladium

(Figure 94).
Pd,(dba),
§ ar BINAP
tBuONa N
+ HN toluene X
/771/ reflux | _
R R = 53-95% /?11
R

Figure 94 : Exemple d’amination catalysée au palladium de bromobenzénes par une aziridine. (D’aprés Sasaki
et al.75).
A partir du composée, la régiosélectivité de la réaction repose swlls grande réactivité

de la liaison C-I par rapport a la liaison C-Br-giwis de I'addition oxydante.

Afin d’obtenir I'indazole16, nous nous sommes basés sur une méthode génévdkgidn

impliquant une diazotation & partir d’anilines aatigues® (Figure 95).

THP 1°) NaNO, | 'II\'IHP

HzN N HSO,
N\ 29K \N
" /
Vi R = 22%
Br Br
14 16

Figure 95 : Synthése du dérivé iodé 16.

Le sel de diazonium a été préparé en traitantrie@®4 avec NaN@ dans l'acide sulfurique.
Cette étape a été suivie d’'une substitution padé&iconduisant au produit attentiuiavec un

rendement de 22% sur les deux étapes.

En raison du faible rendement en compb§éous avons abandonné cette voie de synthése.

Par conséquent, nous avons poursuivi nos rechemheappliquant la seconde voie de

synthese exposée en Figure 82, page 62.
I11.5. Deuxiéme voie de synthése

Les structures cibles pourraient étre synthétispas condensation d'unes-
chlorocétone cyclique ou d’une dione vicinale ayeé sur le composES suivie d’'une étape
de réduction. L'indazolé&8 serait obtenu par amination de Buchwald-Hartwigs péduction

du groupement nitro a partir du bromo-nitroindazmietégél 3.

> M. Sasaki, S. Dalili, A. K. Yudin]. Org. Chem 2003 68, 2045-2047.
®S.E. Tunney, J.K. Stillel. Org. Chem 1987, 52, 748-753.
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Une amination pallado-catalysée du compds® permettrait la fonctionnalisation de
'indazole en position 5 et l'introduction d’'une né&é de groupements R en fonction des

amines choisies (Figure 96).

n THP HoN Na N Nad
\N f—1 \N p—1 \N
/ / /
N H Br
H 18 13

Figure 96 : Analyse rétrosynthétique de la seconde voie d’accés aux composés finaux.

—2

Dans un premier temps, nous avons choisi d’utillasebenzylamine pour le couplage de
Buchwald-Hartwig car le groupement benzyle poutra élivé facilement dans la derniere
étape.

Nous nous sommes inspirés d’'un exemple de laditiée ou I'amination a été réalisée entre
le 1-bromo-2,4-dinitrobenzéne et la benzylaminge¥sence de Pd(OAg)de BINAP et de
Cs,CO; /' (Figure 97).

Pd(OAc),, 10 mol%

Br BINAP, 15 mol% NHEBn
NH, Cs,CO;3, 1,4 équiv.
+ _—
toluéne
reflux OzN NO,

O,N NO, R=83%

Figure 97 : Exemple d’amination de Buchwald-Hartwig sur un nitrobenzéne. (D’aprés Hubbard et al.77).

En appliquant ces conditions réactionnelles au ca®p3, nous avons obtenu l'indazaole

avec un rendement de 27% (Figure 98).

Pd(OAc), 10 mol%

O,N Na BINAP 15 mol% ON
\ Cs,CO; 1,4 équiv. \
N _— N
/ toluéne /
Br reflux HN

R =27% |
13 Bn 17

Figure 98 : Synthése du composé 17.

Une bréve étude méthodologique employant des sgst@atalytiques frequemment décrits
dans la littérature a été entreprise afin d’améfiace rendement (Tableau 5).

Nous avons ainsi utilisé plusieurs sources de giatta (Pd ou Pd) ainsi que des ligands
mono- (X-Phos) ou bi-dentés (BINAP), dans le tokuému le THF. La base employée est

organique {BuONa) ou minérale (GEOz).

7 J.W. Hubbard, A.M. Piegols, B.C.G. Séderbdretrahedron2007, 63, 7077-7085.
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O,N THP [Pd]/ligand ON "|\"Hp
N\, __sovan \,
/ BnNH,(1,1 éq.) /
Br reflux HN
13 E|sn 17
Catalyseur Ligand Base Solvant Rendement
Pd(OAc) BINAP CsCO; X
A (10 mol%) (15 mol%) (1,4 équiv.) toluéne 27%
Pd,(dba) BINAP tBuONa
5 (5 mol%) (12 mol%) (3 équiv.) THF 68%
Pd,(dba), BINAP CsCOs -
c (5 mol%) (10 mol%) (3 équiv.) toluéne 68%
Pd,(dba), X-Phos CsCO; .
b (5 mol%) (10 mol%) (3 équiv.) toluene /

Tableau 5 : Conditions réactionnelles utilisées pour le couplage de Buchwald-Hartwig sur 13.

Les meilleurs rendements ont été obtenus avec dermg Pgdba}/BINAP, en utilisant
comme bas&BuONa dans le THF ou g80z;dans le toluene (68%).

On note que le rendement chute lorsque I'on emplo& source de palladium (1) a la place
de palladium (0) (expérience A). De méme, la natlwrdigand semble primordiale : aucun
nouveau produit ne se forme avec le ligand monaéd&Phos.

Le groupement nitro du compod& a ensuite été réduit en se plagant dans les mémes
conditions opératoires que pour la réduction divdér3. Aprés chromatographie, le spectre
RMN *H du produit obtenu indique la présence d’un méade produits malgré une seule
tache en CCM. Cependant, le spectre Ri#Nlaisse apparaitre des signaux qui pourraient

correspondre au dérivé rédui (Figure 99).

o,N et Na,S HN N
\ EtOH \
N N
/ reflux /
HN H"l‘

Figure 99 : Réduction du composé 17 par Na,S.

Nous avons malgré tout envisagé l'accés aux ma8ciinales par une réaction de

condensation avec umechlorocétone a partir du mélange précédent.

Ainsi, la réaction menée dans l'acétonitrile enspriee de 2-chlorocyclopentanone dans
'acétonitrile n'a conduit qu’a une dégradation tple du produit de départ aprés un
chauffage prolongé de 24 h (Figure 100).

2 N\N * é;q —)Laa /N N\

" / CHZCN YV

| ° |

70°C

Bn 18

Figure 100 : Tentative de condensation de la chloro-cyclopentanone sur le composé 18.
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Face a cette impasse, une autre voie a été engisdgenouvelle stratégie permettrait

d’accéder aux molécules cibles a partir d’'un integtraire diamino-indazole.
I11.6. Autre voie de synthese

Cette voie alternative permet d’accéder aux compodinaux a partir de

l'intermédiaire20 préparé a partir du 6-nitroindazole commerBigFigure 101).

Ainsi, la condensation de diones vicinales ou-chlorocétones cycliques sur le diamino-

indazole20 suivie d’'une étape de réduction aboutirait aux cosgp tétracycliques deésirés.

N H HN N 0N N
\ N\ \
[N — [\ — N
A= 11—- 0
N HoN
H 20 P
Figure 101 : Analyse rétrosynthétique de la voie d’accés aux composés non N-substitués.

La préparation du diamino-indazdé a été décrite pour la premiére fois par Friesl.& par
nitration du 6-nitroindazol® dans un mélange 80/HNO; suivie d’'une réduction au ZngLl

en présence de HCI. Nous avons appliqué d’autnedittens qui hous ont permis d’améliorer

le rendement en compo®2. Ainsi, le 6-nitroindazole a été nitré en utilisati,SOY/KNO3
selon une procédure analogue a celle utilisée tlarmas de la 4-bromo-2-méthylaniline
présentée page 62. L'intermédiaire di-nit@a été obtenu avec un rendement de 84% puis a
été réduit par du formiate d’ammonium en présenceal@adium sur charbon. On obtient

ainsi le dérivé cl0avec un rendement de 86% (Figure 102).

ON N HSO;  oN N PdIC, NHHCOO HoN N
\N KNO; \N MeOH \N
-, __ MeOH
/ R =84% / reflux /
O,N R =86% HoN
P 19 20

Figure 102 : Synthése du composé 20.

La diamine20 a été engagée dans des réactions de condensatmdes 1,2-dicétones ou des
a-chlorocétones pour donner des dérivés de quimexalvec des rendements modestes allant
de 22 a 50% (Tableau 6).

"8 K. Fries, K. Fabel, H. Eckhardtustus Liebigs Ann. Chemi942 550, 31-49.
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1,2-dicétone ouxr-chlorocétone| Conditions Produit Rendement

Et Et /N
)K( A l m R 50%
© B Ny N

AN H\
Gess B
Me

Tb 50%

Y 32%

21 22%

23a

32%

23b

N
9PN,
Ny u/
Me
Iy
Ny . \u/
/N
\
CDy
o /N
Ph \
<L C T m 2| 33%
Ny N
Me
H
AN N\N
. Y,
N
Me
/N
\
N N

C 30%

Me
z %Im 24b
x v

Me
N N
v, e ~ \ 24a
%I N -7
Me N

Tableau 6 : Obtention de dérivés de pyrazolo[3,4-g]lquinoxalines. A : APTS, CH;CN ; B : NEt;, THF ; C : AcOH.
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Le premier dérivé de cette série a été synthéasd pGavara par condensation de la hexan-
3,4-dioneQ sur le diamino-indazol@0 dans I'acétonitrile, en présence catalytique d’SPT
Le composdR a ainsi été obtenu avec un rendement de 50%.

Par la suite, ces mémes conditions ont été utidipéer la préparation des dérivés cycliques a
6 chainons a partir de diones ou-ghlorocétones. Ainsi, les dérivés de la camphoane

ou de la 2-chlorocyclohexanoi@/b etV ont été obtenus par L. Gavara avec des rendements
allant de 32 a 50%.

J'ai pour ma part, complété la série de pyrazolooxalines en synthétisant des analogues

cycliques a cing chainons.

Lorsque les conditions de préparationvilent été appliquées a la 2-chlorocyclopentanahe
le produit désiré n'a pas été obtenu (dégradatianmndlieu réactionnel). Nous avons
finalement réalisé la réaction dans le THF en présale triéthylamine, ce qui a conduit au
dérivé21 avec un rendement de 22%.

Nous avons également effectué les réactions de oeatien de diverses 1,2-dicétones a cinq
chainons commerciale®’ ( Z) ou préparée au laboratoirX)(sur I'indazole20. En nous
référant aux protocoles expérimentaux de la littge&d”®° nous avons synthétisé la dioXe
selon une séquence d’acétalisation, aldolisatiorpradéction et cyclisation avec un

rendement global de 11 % sur 4 étapes (Figure 103).

1°) H,SQ, cat.

o MeOH
reflux
+ CH(OMe),
2°) PhCHO
NaOH
MeOH

o
R =48%

o acétone
ta. \
—_—
Ph ~ R = 69% Ph

<
APTS °

MeO OMe o

reflux

o]
Ph——
(¢}

X

Mg(OMe),
MeOH R =32%

Figure 103 : synthése de la 4-phénylcyclopentane-1,2-dione X.

Les réactions de condensation des dicétdhes et Z avec l'indazole20 réalisées dans les
mémes conditions que pour la synthése des com@ps&sT (APTS, acétonitrile) n’ont
aboutit qu'a l'obtention de produits de dégradatiBn. revanche, en s’appuyant sur un

% A. Salgado, Y. Dejaegher, G. Verniest, M. BoeykeBs Gauthier, C. Lopin, K.A. Tehrani, N. De Kimpe,
Tetrahedron2003 59, 297-315.
80 H. Muxfeldt, M. Weigele, V. Van Rheeneh,Org. Chem 1965 30, 3573-3574.
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protocole décrit dans la littératdteles dérivés de quinoxaline?, 23 et 24 ont pu étre

préparés en se placant a reflux dans I'acide atgiec des rendements allant de 30 a 33%.

Il faut noter que le choix de diones non symétriqaeconduit a I'obtention de régioisomeres

gui n'ont pas tous pu étre séparés.

En effet, les régioisoméere8a et 23b issus de la monométhylcyclopentanedidha’ont pu
étre séparés par chromatographie sur colonneide sdntrairement aux régioisomerkes et
Tb. Les régioisomere®4a et 24b obtenus par condensation de la diméthylcyclopedtane
Z sur I'indazole20 n'ont été que partiellement séparés par chromapbge.

Des expériences de RMN 1EH( **C) et 2D (HSQCH-**C, HMBC *H-*C, HMBC *H-"N
et NOESY) ont été effectuées afin dattribuer léfférents signaux de RMNH aux
composé4ab (Figure 104).

Une étude NOESYH-'H sur le dérivé24a a permis d'observer une corrélation entre les
hydrogénes a 8,05 et 13,33 ppm (Figure 104A).

Avec l'aide des expériences de HSQC et HMBG'N tous les hydrogénes du motif
indazole ont pu étre attribués. En effet, les téssild’une expérience de HMBE-*N
réalisée sur le régioisomeéda a permis d'observer des corrélations entre lesopsot
aromatiques a 8,05 et 8,44 ppm et les deux azetés glinoxaline. Ces deux atomes d’azote
étant également couplés aux protons aliphatiqua8&; 2,75 et 3,16 ppm, le régioisomere

24aa ainsi pu étre clairement identifié (Figure 104B)

En outre, la visualisation de couplages longueadist entre les hydrogenes a 2,86 ; 2,75 et
3,16 ppm et les carbones aromatiques a 135,4 €2 pp®n par HMBC'H-*C a permis de
réaliser les derniéres attributions et de confirfaestructure des produifta et 24b (Figure
104C).

A) B)

81 R.W. Bost, E.E. Towel]. Am. Chem. Sqcl948 70, 903-905.
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Figure 104 : Corrélations "H-">C et 'H-"°N observées sur 24a par RMN 2D. A) NOESY. B) HMBC “H-"*N. C) HMBC

'H-"c. (déplacements chimiques en ppm).

L’activité des dérivés de pyrazolo[3gjquinoxalineR, Ta/b, V, 21, 22 et24ab a été évaluée
sur les kinases Pim et différentes lignées de eslluancéreuses humaines. Les résultats de
ces tests seront détaillés dans le paragraphensuiva

[11.7. Evaluation biologique

Deux types de tests ont été effectués pour eviaaivité biologique des dérivés de
pyrazolo[3,4g]quinoxalines : d’'une part des tests d'inhibitiom kinases Pinmn vitro réalisés
au centre national d’évaluation des kinases (Usitéede Dundee, Ecosse). D’autre part, des
mesures de l'activité antiproliférativia vitro des composés sur une culture humaine de
fibroblastes et trois lignées cellulaires cancé&susPAl (ovaire), PC3 et DU145 (prostate).
L’étude des activités antiprolifératives de ces posgés a été réalisée en collaboration avec G.
Alves (GReD, UMR 6247, Clermont-Ferrand) et E. Dabi (INSERM, UMR U990,

Clermont-Ferrand).

Tous les composés finaux de la série, exceptida thi mélange de régioisome3a23b,
ainsi que le diamino-indazoR9 ont été testés. Les résultats sont donnés dafisldsau 7 et
Tableau 8.

Les pourcentages d’activité résiduelle ont étérddéteés sur les trois isoformes de Pim a des

concentrations finales en composés daiCet 1uM (Tableau 7).

Les résultats obtenus indiquent que la kinase Past3a plus fortement inhibée. Ainsi, une
activité résiduelle inférieure a 50% est obsereésgue les composeés (sauf le dégeg sont
testés a une concentration deyM. Le compose le plus actif est 'analogue cyclotiéx qui
provoque 80% d’inhibition de I'activité de Pim-3.8 uM.
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Les résultats sur Pim-1 sont plus modérés avecndepé des pourcentages d'activité
résiduelle allant de 45 a 60 % pour les dérR@R, Ta, V et24btestés a 1QM.

Par ailleurs, aucun composé n’inhibe de facon Bggtive Pim-2 (activité résiduelle

supérieure a 76% lorsque les composés sont te&tBsN\A).

% d’activité résiduelle

Pim-1 Pim-2 Pim-3
10uM 1uM 10 uM 1uM 10 uM 1uM
20 59+7 95+1 na na 32+3 69 +[L
R 49 +13 89+3 na na 31+8 84 +pH

Ta 45+ 7 88+5 76+13 8220 37+2 954

Tb 71+5 96 + 4 78+9 na 43+3| 83z%12
V | 55,1+0,3 902 na na 19,7+0,2 5842
21 | 66,6 +£0,8 95+1 na na 46,4+0,2 8142
22 839 na na na 793 95+14
24a| 69+2 na na na 33+3 73
24b 50+1 88,5+0,5 na na 44 + 8 72 £3

Tableau 7 : Activités inhibitrices des composés 20, R, T, V, 21, 22 et 24 sur les kinases Pim.

Ces résultats encourageants nous ont incités adeétlas activités antiprolifératives des
dérivés de quinoxaline et du comp@&: Ces composés ont ainsi été testés sur une cdkiure
fibroblastes humains et les lignées cellulaires émuses PAl (ovaire), PC3 et DU145

(prostate) (Tableau 8).

e

Dans un premier temps, tous les produits ont é&t&gea des concentrations dey M et 1

uM sur PAl et PC3. Les composés ayant démontré ctestés intéressantes lors du preé-
criblage ont également été testés sur une culturdibdeblastes et la lignée cellulaire
cancéreuse DU145. Les résultats obtenus ont mgotaéicun composé n’était actif sur les

cultures de fibrobastes ni sur les lignées celletade cancer prostatique (PC3 et DU145).
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En revanche, le composé comportant deux grouperaénikes sur le noyau quinoxaling)(
ainsi que les dérivés tétracycliqués 22 et 24ab ont présenté des activités inhibitrices sur
PAL intéressantes, de I'ordre du micromolaire.

Activité antiproliférative (IC 5o enpM)

Fibro PAl PC3 | DU145

20 nd nd nd nd

R > 50 65+08| >50 >50

Ta nd nd nd nd

Tb nd nd nd nd

\Y >50 16+1 >50 > 50

21 nd nd nd nd

22 > 50 41+0,3| >50 35+4

24a| >50 47+x0,4| >50 >50

24b| >50 6,105 >50 >50

Tableau 8 : Activités antiprolifératives des composés 20, R, T, V, 21, 22 et 24.

L’ensemble de ces travaux a fait I'objet d’une jeétion dan€ur. J. Med. Cherff

82 . Gavara, E. Saugues, G. Alves, E. Debiton, Fzém P. MoreauEur. J. Med. Chem201Q 45, 5520-5526.
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| V. CONCLUSION-PERSPECTIVES

Lors des travaux effectués en série isoindole,snamons pu synthétiser des
isoindolines dont certaines se sont avérees stabdrsexemple, I'intermédiaire di-amii@
(R” = SO,CHzs) que nous avons obtenu pourrait étre fonction@ales la méme facon que les
composés de la série indazole pour aboutir a dabgues quinoxalines. De plus, nous
pourrions envisager de faire varier la nature cdaugement R” porté par 'atome d’'azote de

l'isoindoline (Figure 105).

/N HoN NH,
£000- = 200 - X
Ry - \N o "
R"=H, OH 12R" = SQ-CH,

Figure 105 : Analyse rétrosynthétique des nouvelles cibles potentielles en série isoindoline.

Par ailleurs, nous avons été confrontés a la rég@ctparticuliere des hétérocycles azotés
durant ces travaux de recherche, aussi bien dagmemaiere série avec l'instabilité du motif
isoindole que dans la seconde avec la faible npbiée de I'amine en position 6 du squelette
indazole. C’est pourquoi, en dépit des différergratégies de synthése explorées, aucune

d’entre elles n’a conduit a I'obtention des struetucibles.

Cependant, nos travaux en série indazole ont db@ué synthése de dérivés de pyrazolo-
guinoxalines. Certains de ces dérivés tétracyctigee sont avérés étre des inhibiteurs
modeérés des kinases Pim, plus particulierement3ah-ont en outre présenté des activités

antiprolifératives de l'ordre du micromolaire sua lignée cellulaire cancéreuse PAL.
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METHODESET PROCEDURES GENERALES

Les réactions sont suivies par chromatographiecsuche mince (C.C.M.), sur des feuilles

d’aluminium recouvertes de gel de silice Merck 6058 (épaisseur 0,2 mm).

La révélation des plaques est réalisée sous unelaitra-violet (U.V.) a 254 ou 365 nm.

Les purifications par chromatographie sur colonne &ié effectuées avec de la silice flash
Silicycle SiliaFlash P60 (40-63m).

Les solvants anhydres sont séchés sur,G&m,Cl,), KOH (méthanol), potassium (THF,

toluene), et distillés avant utilisation. L'éthamblle propanol anhydres sont commerciaux.

La diisopropylamine est séchée sur KOH et fraicherdestillée avant utilisation.

Les points de fusion (F en °C) sont mesurés sumigroscope a point de fusion Reichert.

Les spectres infrarouges sont enregistrés sur uargipfshimadzu FTIR-8400S (ATR) ou

Perkin-Elmer Spectrum 6% n cm).

Les spectres de masse haute résolution sont iRalisinisation ElectroSpray positive (ES+)
sur un appareil Waters Micro Q-Tof (Centre Régiodal Mesures Physiques, Université
Blaise Pascal, Clermont-Ferrand). Un appareil GG068gilient Technologies couplé MS
5973 Agilient Technologies a permis la déterminmati@s spectres de masse basse résolution

en impact électronique (El).

Les spectres de résonance magnétique nucléaire YRIdN réalisés sur un spectrometre
Bruker AVANCE 400 (400 MHz efH et 100 MHz ent®C) ou Bruker AVANCE 500 (500
MHz en'H et 126 MHz ert°C.

Des expériences COS¥-H, HSQC'H-'*C, HMBC *H-**C, HMBC *H-°N et NOESY*H-

'H ont été réalisées lorsque la RMN 1D ne suffisait & caractériser les produits synthétisés.
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Les déplacements chimiqudy cont exprimés en partie par million (ppm). Leastantes de
couplage J) sont exprimées en Hertz (Hz). Les abréviatioflgséés pour la multiplicité des

signaux sont les suivantes :

-S: singulet

-se: signal élargi

-d: doublet

-dd: doublet de doublets
-dadd : doublet de doublets de doublets
-dqg: doublet de quadruplets
-t triplet

-q: guadruplet

- quint : quintuplet

- sext: sextuplet

- hept : heptuplet

-m: multiplet

Les autres abréviations utilisées sont :
Pmax : Puissance maximum
Pam : Pression atmosphérique

Les expériences sous irradiation micro-ondes ohtrédlisées a I'aide d’'un appareil CEM

Discover Benchmate.

81



Partie I. Troisieme chapitre : partie expérimentale

2-Benzyl-5-(benzylamino)-6-chloro-H-isoindole-1,3(H)-dione (1) et
2-Benzyl-5,6-bis(benzylamino)-6-chloro-Hi-isoindole-1,3(24)-dione (2)

Lot O P
LodP oo

C2aH25N302 C22H17CIN2O,
M = 447,53 g.mof M = 376,84 g.mof

Du toluene anhydre (1 mL) est ajouté a un mélangeadaonate de césium (830 mg ; 2,55
mmol ; 2,6 équiv.), de BfbayCHCI; (10,1 mg ; 9,8umol ; 1 mol%), de X-Phos (9,3 mg ;
19,5umol ; 2 mol%) et du compodg# (300 mg ; 0,98 mmol) placés sous atmosphere dargo
Aprés 5 minutes d’agitation, la benzylamine (286; 2,34 mmol ; 2,4 équiv.) et du toluéene
(0,5 mL) sont ajoutés. Aprés 24 h de chauffageflaxele mélange est versé dans I'eau et
extrait & 'AcOEt. Les phases organiques rassemaldéat lavées avec une solution agueuse
saturée de NaCl, séchées sur Mg3Dis évaporées sous pression réduite. Le résitdu es
purifié par chromatographie sur gel de silice fldsjiclohexane/AcOEt, 9:1 a 7:3) ce qui
permet d’obtenir le composE (8,6 mg ; 19umol ; 2%) sous forme d’'un solide jaune et le
compos& (4,8 mg, 13umol ; 1%) sous forme d’une huile jaune.

Composél .
F=71-73 °C.

RMN H (400 MHz, DMSO#) : 4,50 (4H, d,J = 5,5 Hz) ; 4,58 (2H, s) ; 6,42 (2H,)t= 5,5
Hz) : 6,68 (2H, s) ; 7,15-7,42 (15H, m).

RMN *3C (100 MHz, DMSOd) : 40,2 ; 46,6 (2C) (Ch) ; 102,4 ; 127,0-127,2 (9C) ; 128,45
(2C) ; 128,48 (4C) (Ckom) ; 121,0 ; 137,5 ; 138,9 ; 140,046, ; 168,6 (C=0).

Masse exacte (ES+) calculée poustGeNz0, (M+H)" 448,2025 ; trouvée 448,2030.

Composé& .

IR (ATR) : 3550—3150, 1706, 1614, 1389tm

RMN *H (400 MHz, DMSO€) : 4,61 (2H, dJ = 6 Hz) ; 4,65 (2H, s) ; 6,90 (1H, s) ; 7,20—
7,35 (10H, m) ; 7,47 (1H, §,= 6 Hz) ; 7,78 (1H, s).
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Partie I. Troisieme chapitre : partie expérimentale

RMN 3C (100 MHz, DMSOdg) : 40,7 ; 45,6 (Ch) ; 104,9 ; 124,4 ; 126,6 (2C) ; 127,0 ;
127,2 (2C) ; 127,3 ; 128,5 (2C) ; 128,6 (2C) (eh ; 117,6 ; 121,9 ; 132,6 ; 136,8 ; 138,4 ;
149,0 (Gron) ; 166,8 ; 167,4 (C=0).

Masse exacte (ES+) calculée pousHG;>°CIN,NaO, (M+Na)" 399,0876 ; trouvée 399,0862.
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Partie I. Troisieme chapitre : partie expérimentale

1,2-Bis(bromométhyl)-4,5-dichlorobenzéne (3)

CgHerzC'z
M = 332,85 g.mof

La procédure de préparation du comp8sét la caractérisation de ce composé (excepté le
spectre RMNC) sont décrits dans I'article référence numéro 49.
RMN *H (400 MHz, CDC}) : 4,55 (4H, s) ; 7,47 (2H, s).

RMN C (100 MHz, CDCJ) : 28,2 (2C) (CH) ; 132,8 (2C) (Chkon) ; 133,3 (2C) ; 136,6
(2C) (Garom-
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Partie I. Troisieme chapitre : partie expérimentale

2-Benzyl-5,6-dichloro-2,3-dihydro-H-isoindole (4)

C]_5H]_3C|2N
M = 278,18 g.mof

A une solution de composé dibror8&100 mg ; 0,30 mmol) dans le THF (15 mL) sont
ajoutés la benzylamine (36- ; 0,33 mmol ; 1,1 équiv.) puis le carbonate deapsium (414
mg ; 3,0 mmol ; 10 équiv.). Le mélange est chaafféeflux pendant 3 jours a I'abri de la
lumiere. Aprés retour a température ambiante, llamgé est extrait a 'AcOEt. Les phases
organiques sont rassemblées, séchées sur Mgd® évaporées sous pression réduite ce qui
permet d’obtenir le compogesous forme d’une huile rouge (61 mg ; 0,22 mn¥3%).

IR (ATR) : 1475, 1466, 1454, 1373, 1344, 1134, 1a1183.

RMN H (400 MHz, acétonek) : 3,87 (4H, s) ; 3,89 (2H, s) ; 7,24-7,29 (1H,;1f)32—7,37
(2H, m) ; 7,38-7,42 (2H, m) ; 7,43 (2H, s).

RMN *C (100 MHz, acétonds) : 58,7 (2C) ; 60,3 (CH) ; 125,2 (2C) ; 127,9 ; 129,2 (2C) ;
129,4 (2C) (Chhon) ; 130,6 (2C) ; 140,1 ; 142,5 (2C) 460 :

Masse exacte (ES+) calculée pougHG>°ClLN (M+H)* 278,0503 ; trouvée 278,0492.
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Partie I. Troisieme chapitre : partie expérimentale

5,6-Dichloro-2-(méthylsulfonyl)-2,3-dihydro-1H-isoindole (5)

C j©E>N—|CS|>—CH
I
CoHoCloNO,S

M = 266,15 g.mof

A une solution de composé dibrorf8€¢200 mg ; 0,60 mmol) dans I'acétonitrile (30 mions
ajoutés le méthanesulfonamide (68 mg ; 0,71 mrig® equiv.) et le carbonate de potassium
(662 mg ; 4,8 mmol ; 8 équiv.). Le mélange est &fiéaa reflux pendant 4 h. Aprés retour a
température ambiante, I'acétonitrile est évaporé gvassion réduite. De I'eau est ajoutée et
le solide obtenu est filtré, ce qui permet d’oltdai composé sous la forme d'un solide
blanc (146 mg ; 0,55 mmol ; 91%).

F=267-273 °C.

IR (ATR) : 1320, 1151 cth

RMN *H (400 MHz, DMSO#) : 2,98 (3H, s) ; 4,61 (4H, s) ; 7,65 (2H, s).

RMN *3C (100 MHz, DMSOd) : 33,7 (CH) ; 52,8 (2C) (CH) ; 125,1 (2C) (Chlom) ; 130,1
(2C) ; 137,7 (2C) (Gom).

Masse (IEyz 264/266/268 (M-H)
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Partie I. Troisieme chapitre : partie expérimentale

5,6-Dichloro-2H-isoindole (6)

cl
=
NH
S
Cl

CgHsCIoN
M = 186,04 g.mof

L’isoindoline 5 (200 mg; 0,75 mmol) est ajoutée a un mélangeteadebutanolate de
potassium (846 mg ; 7,54 mmol, 10 équiv.) dansMSD (4 mL). Apres 30 min d’agitation

a température ambiante et a I'abri de la lumierenélange est versé dans I'eau puis extrait a
'AcOEt. La phase organique est lavée a I'eau pessphases aqueuses sont de nouveau
extraites a I'AcOEt et lavées avec une solutionrgat de NaCl. Les phases organigues sont
rassemblées, séchées sur Mgpais eévaporées sous pression réduite ce qui pefotgenir

le composé (136 mg ; 0,73 mmol ; 97%) sous forme d’un solids-vert.

En raison de son instabilité, seule la caractéoisatu produit par RMN a pu étre réalisée.
RMN *H (400 MHz, DMSO#) : 7,32 (2H, dJ = 3 Hz) ; 7,82 (2H, s) ; 12,55 (1H, se).

RMN 3C (100 MHz, DMSOdg) : 108,8 (2C) ; 121,5 (2C) (GHn) ; 121,9 (2C) ; 122,2 (2C)
(Carom)-

87



Partie I. Troisieme chapitre : partie expérimentale

5,6-Dichloro-2-(phénylsulfonyl)-2,3-dihydro-H-isoindole (7)

OIS,
: ~ |
C]_4H9C|2NOZS
M = 326,20 g.mof

A un mélange d’isoindol6 (35 mg ; 0,19 mmol), d’hydrogénosultate de téttglmmonium

(6,4 mg; 0,019 mmol ; 0,1 équiv.) dans le dichloétimane (0,2 mL) et une solution aqueuse
de NaOH 50% w/w (0,12 mL) sont ajoutés le chlordeebenzénesulfonyle (38L, 0,30
mmol ; 1,6 équiv.). Apres 1,5 h d’agitation vigouse a température ambiante, le mélange est
versé dans l'eau et extrait a 'AcOEt. Les phasemmigques rassemblées sont séchées sur
MgSO, puis évaporées. Le prodiitest obtenu sous forme d’un solide gris-rose (61 M9
mmol , 99%).

F =167-169 °C.
IR (ATR) : 1374, 1176, 1058 cf

RMN *H (400 MHz, DMSOs) : 7,65-7,71 (2H, m) ; 7,77—7,82 (1H, m) ; 7,8BI(2) ; 7,93
(2H, s) : 8,08-8,12 (2H, m).

RMN C (100 MHz, DMSOse) : 111,9 (2C) ; 122,0 (2C) ; 127,3 (2C) ; 130,£)2 135,5
(CHarom), 123,8 (2C) ; 126,4 (2C) ; 137,046
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Partie I. Troisieme chapitre : partie expérimentale

Diméthyl 4,5-bis{[(trifluorométhyl)sulfonyl]loxy}ben zéne-1,2-dicarboxylate (8)

F3C0,SO.
3002 o/
o.
F3C0,SO ™~
o
C12HgF6010S2

M = 490,31 g.mof

A une solution d’anhydride trifluorométhanesulforeq(l70puL ; 1,01 mmol ; 2,3 équiv.)
dans le dichlorométhane (0,5 mL) sont ajoutéestgatutgoutte a —20 °C les solutions de
diesterF (100 mg ; 0,44 mmol) dans le dichlorométhane (05, puis de triéthylamine (140

pL ; 1,00 mmol ; 2,3 équiv.) dans le dichlorométh&® mL), refroidies & —20 °C. Apres 2 h
d’agitation a température ambiante, le mélangegaast versé dans de I'eau glacée (6 mL).
Apres extraction a 'AcOEt, les phases organig@ssemblées sont lavées a I'eau, séchées
sur MgSQ puis évaporées. L'huile brune obtenue est purjgdechromatographie sur gel de
silice flash (cyclohexane/AcOEt, 8:2 a 6:4) ce parmet d’obtenir le composg (86 mg ;
0,18 mmol ; 40%) sous forme d’un solide blanc.

F =39-43 °C.
IR (ATR) : 1732, 1435, 1220, 1208, 1135tm
RMN *H (400 MHz, acétonek) : 3,93 (6H, s) ; 8,20 (2H, s).

RMN *C (126 MHz, acétones) : 53,8 (2C) (CH) ; 125,7 (2C) (Chkom) ; 119,5 (2C, gJcr =
320 Hz, CR) ; 134,8 (2C) ; 142,5 (2C) {fm ; 165,4 (2C) (C=0)

Masse exacte (ES+) calculée pousHzFsNaO;0S, (M+Na)" 512,9361 ; trouvée 512,9347.
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Partie I. Troisieme chapitre : partie expérimentale

5,6-Diméthyl-2,1,3-benzothiadiazole (9)

S/N\ Me
\ =
CsHgNLS
M = 164,23 g.mof

A une solution de 1,2-diamino-4,5-diméthylbenzen@q g ; 14,7 mmol) et de NEt8,2 mL,
6,0 g; 59 mmol ; 4 équiv.) dans le dichlorométhéh@ mL) est ajouté goutte a goutte, a
température ambiante, une solution de chlorurehmyle (1,6 mL; 2,6 g; 22 mmol ; 1,5
equiv.) dans le CpCl, (10 mL). Le mélange est chauffé a reflux pendaht Bpres retour a
température ambiante, de I'eau (20 mL) est ajoatde mélange est extrait au &k,. Les
phases organiques rassemblées sont lavées aveolutien aqueuse saturée de NaCl puis
séchées sur MgSOLa phase organique est séchée sur Mgd@res évaporation, le solide
obtenu est purifié par chromatographie sur geliloe= glash (cyclohexane/AcOEt 9:1) ce qui
permet d’obtenir le compo$(1,63 g ; 9,93 mmol ; 68%) sous forme d’un soltknc.

F = 80-84 °C.

IR (ATR) : 1504, 1476, 1460, 1449, 1431tm

RMN *H (400 MHz, CDC}) : 2,45 (6H, s) ; 7,74 (2H, s).

RMN **C (100 MHz, CDCJ) : 20,9 (CH) ; 119,9 (CH) ; 140,6 ; 154,4 (C).

Masse (IEynz 164 (M), 149 (M—CH)*.
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Partie I. Troisieme chapitre : partie expérimentale

5,6-Bis(bromométhyl)-2,1,3-benzothiadiazole (10)

S/N\ Br
\N/ Br
CgHgBroN-S

M = 322,02 g.mof

A une solution du compo$(200 mg ; 1,22 mmol) dans le chloroforme (3 mL)tsmoutés
du N-bromosuccinimide (438 mg; 2,46 mmol ; 2,0 équiet)de I'AIBN (2,0 mg; 0,012
mmol ; 1 mol%). Le mélange est porté a reflux pemda h. Aprés refroidissement, le
mélange est filtré puis le filtrat est évaporé s@usssion réduite. Le solide obtenu est
recristallisé I'éthanol a 96% ce qui permet d’olité@ composélO (285 mg ; 0,89 mmol ;
73%) sous forme d’un solide blanc.

F =100-110 °C.

IR (ATR) : 1508, 1466, 1456, 1433 €m

RMN *H (400 MHz, CDC}J) : 4,85 (4H, s) ; 8,06 (2H, s).

RMN **C (100 MHz, CDCJ) : 30,2 (CH) ; 123,6 (CHrom) ; 138,3 ; 154,6 (Gon).

Masse (IE)yWz 320/322/324 (M), 241/243 (M-Brj, 162 (M—2Br].
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Partie I. Troisieme chapitre : partie expérimentale

6-(Méthylsulfonyl)-6,7-dihydro-5H-[1,2,5]thiadiazolo[3,4f]isoindole (11)

N 0]
Vi I

S N——S——CH3
\ = I
N o

CoHgN302S,
M = 255,32 g.mof

Un mélange de compogd® (200 mg ; 0,62 mmol), de méthanesulfonamide (71, ®g5
mmol ; 1,2 équiv.) et de carbonate de potassium @84 4,95 mmol ; 8 équiv.) dans
'acétonitrile (30 mL) est porté a reflux pendanmteunuit. Aprés retour a température
ambiante, le mélange est concentré sous presgiaitgguis le solide obtenu est filtré et lave
a I'eau ce qui permet d’obtenir le compdskE(144 mg ; 0,56 mmol ; 91%) sous forme d’un
solide beige.

F > 250 °C (décomposition).
IR (ATR) : 1321, 1155, 1136, 1086 &m
RMN *H (400 MHz, DMSO#) : 3,03 (3H, s) ; 4,79 (4H, s) ; 8,04 (2H, s).

RMN *°C (100 MHz, DMSOdg) : 33,8 (CH) ; 52,0 (CH) ; 114,5 (CHom ; 141,2 ; 154,2
(Caronb-

Masse exacte (ES+) : calculée pogHEN3NaG,S, : 278,0034 ; trouvée 278,0036.
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Partie I. Troisieme chapitre : partie expérimentale

2-(Méthylsulfonyl)-2,3-dihydro-1H-isoindole-5,6-diamine (12)

HoN ﬁ
j©i>N_ﬁ_CH3
HoN (e}

2!

CoH13N30,S
M = 227,28 g.mof

A une solution de compod4 (50 mg ; 0,20 mmol) dans un mélange THF/EtOH 1;& (L)
sont ajoutés le NaBH14,8 mg ; 0,39 mmol ; 2 équiv.) puis le Ca6H,O (0,9 mg ; 4umol,

2 mol%). Le mélange est chauffé a reflux pendant Aprés retour a température ambiante,
la solution est filtrée sur Célite puis le solidg &avé avec de I'éthanol et de 'AcOEt. Le
filtrat est évaporé sous pression réduite ce qunped’obtenir le composg2 (25 mg, 0,11
mmol, 56%) sous forme d’un solide marron.

F =197-203 °C.

IR (ATR) : 3394, 1511, 1314, 1146, 1083tm

RMN 'H (400 MHz, DMSOek) : 2,89 (3H, s) ; 4,37 (4H, s) ; 4,50 (4H, se)4B(2H, s).

RMN *°C (100 MHz, DMSOdg) : 33,1 (CH) ; 53,3 (2CH) ; 107,7 (2CHrom) ; 124,3 (2C) ;
135,2 (2C) (Gron).

Masse exacte (ES+) calculée pogHGN;OS (M+H)" 228,0807 ; trouvée 228,0808.
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Partie I. Troisieme chapitre : partie expérimentale

5-Bromo-6-nitro-1-(tétrahydro-2H-pyran-2-yl)-1H-indazole (13)

OQ
N

N\N

Y
C]_zH 1zBrN 303

M = 326, 15 g.mof

A un mélange de 5-bromo-6-nitroindazdl€¢1,30 g ; 5,40 mmol) dans le @El, anhydre (40
mL) sont ajoutés le 3,4-dihydrd¥2pyrane (1,46 mL ; 1,35 g ; 16 mmol ; 3 équiv.)RPTS
monohydraté (93 mg ; 0,49 mmol ; 0,1 équiv.). Laisoh prend un aspect brun limpide puis
fonce peu a peu. Aprés 1 h d’agitation a tempéaunrbiante, le mélange réactionnel est lavé
avec une solution aqueuse saturée de NalH@®s phases aqueuses rassemblées sont
réextraites au dichlorométhane. La phase orgaregueséchée sur MgQ@vaporée puis le
résidu est purifié par chromatographie sur gelitieespréalablement neutralisée avec de la
triéthylamine (cyclohexane/AcOEt 95:5). Aprés évagion, du pentane est ajouté au
composé obtenu puis le précipité est filtré sumevdritté et lavé avec un minimum de
mélange pentane/MeOH 9:1. Le compt841,37 g ; 4,2 mmol ; 78%) est obtenu sous forme
d’un solide jaune-orangé.

F =96-98 °C.

IR (ATR) : 1574, 1528, 1468, 1439, 1416tm

RMN 'H (400 MHz, CDC}) : 1,66-1,84 (3H, m) ; 2,092,18 (2H, m) ; 2,442,51 (1H, m) ;
3,73-3,80 (1H, m) ; 3,964,02 (1H, m) ; 5,75 (1H, dd; = 9,0 Hz,J, = 2,5 Hz) ; 8,05 (1H, d ,
J=1,0Hz); 8,07 (1H, s) ; 8,15 (1H, s).

RMN *C (100 MHz, CDG)) : 22,0 ; 25,0 ; 29,5 ; 67,4 (GH; 86,5 (CH) ; 108,7 ; 126,9 ;
133,1 (CHom ; 105,1 ; 127,1 ; 136,8 ; 148,0* {&n). *Déterminé d’aprés une expérience
HMBC 'H-*C.

Masse exacte (ES+) calculée pousHG, *BrNsNaO; (M+Na)t 347,9960 ; trouvée 347,9960.
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Partie I. Troisieme chapitre : partie expérimentale

5-Bromo-1-(tétrahydro-2H-pyran-2-yl)-1H-indazol-6-amine (14)

OQ
HoN

N\N

/
C]_zH 14BN 3O

M = 296,16 g.mof

A une solution de composE3 (500 mg ; 1,53 mmol) dans I'éthanol (10 mL) esiusg le
NaS.9HO0 (1,10 g; 4,6 mmol ; 3 équiv.). Le mélange estutfé a reflux pendant 45 min
puis, apres retour a température ambiante, le sbkst évaporé sous pression réduite. De
l'eau est ajoutée puis le mélange est extrait a&c@Bt. Les phases organiques sont
rassemblées et séchées sur MgSpres évaporation du solvant sous pression réddit
pentane est ajouté. Le précipité est filtré cepgumet d’obtenir le compodel (363 mg ; 1,23
mmol ; 80%) sous forme d’un solide jaune.

F=107-112 °C.

IR (ATR) : 3439, 3343, 1624, 1474 ¢m

RMN *H (400 MHz, DMSOdg) : 1,51-1,60 (2H, m) ; 1,66—1,79 (1H, m) ; 1,8®51(1H, m)
:1,97-2,05 (1H, m) ; 2,28-2,39 (1H, m) ; 3,61-3 64, m) ; 3,83-3,90 (1H, m) ; 5,50 (2H,
se) ; 5,56 (1H, dd}, = 9,5 Hz,J, = 2,5 Hz) ; 6,91 (1H, m) ; 7,79 (1H, d= 0,5 Hz) ; 7,82
(1H, s).

RMN *3C (100 MHz, DMSOse) : 22,1 ; 24,8 ; 28,7 ; 66,4 (GH; 84,2 (CH) ; 92,3 ; 124,0 ;
132,6 (CHyom) ; 105,7, 117,7 ; 140,2 ; 144,346,

Masse exacte (ES+) calculée poustGs BrNsNaO (M+Na) 318,0218 ; trouvée 318,0230.
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Partie I. Troisieme chapitre : partie expérimentale

trans N-Benzyl-N’-[5-bromo-1-(tétrahydro-2 H-pyran-2-yl)-1H-indazol-6-
yllcyclopentane-1,2-diamine (15)

iz

H
H o
: H
N

-

Br

N

AN
/

CosHo9BrN 40
M = 469,42 g.mof

A une solution de l'aziridinéM (47 mg ; 0,27 mmol) dans le dichlorométhane angydr5
mL), sous atmosphére d’argon, sont ajoutés le ceapd(97 mg ; 0,33 mmol ; 1,2 équiv.) et
le trifluorométhanesulfonate d’étain (II) (17,0 m@,04 mmol ; 15 mol%). Le mélange est
chauffé a reflux pendant 72 h. Apres évaporatiorsalvant sous pression réduite, le résidu
obtenu est purifié par chromatographie sur gelili $lash (cyclohexane/AcOEt, 9:1) ce qui
permet d’obtenir le compodé (20 mg ; 0,043 mmol ; 16%) sous forme d’une hjslee.

IR (ATR) : 1620, 1496, 1080, 1042 &m

RMN 'H (400 MHz, DMSOdg), mélange de diastéréoisoméres dans un rappett(regport
mesuré sur les signaux & 5,69 ppm et 5,76 ppfhmeioritaire ; M, minoritaire) : 1,37-1,58
(4H**® m) : 1,60-1,82 (3K m) ; 1,84-1,95 (2M" m) ; 1,95-2,06 (1&° m) ; 2,20-2,43
(2H*® m) ; 2,93-2,99 (18" m) ; 3,57-3,63 (1" m) ; 3,63-3,90 (4E° m) ; 4,83 (14, d,
J=6Hz); 4,86 (1 d,J=5,5Hz) ;5,69 (1} dd,J, = 9,5 Hz,J, = 2,5 Hz) ; 5,76 (1B dd,
J1=9,5Hz,J, = 2,5 Hz) ; 6,857 (1#s) ; 6,864 (18 s) ; 7,16-7,23 (1H" m) ; 7,26-7,31
(1H**® m) ; 7,35-7,38 (1M" m) ; 7,82 (11, s) ; 7,83 (18 s) ; 7,877 (1A s) ; 7,880 (18
s). Le NH aliphatique n’est pas observé.

Masse exacte (ES+) calculée pousHGo *BrN,O (M+H)* 469,1603 ; trouvée 469,1607.
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Partie I. Troisieme chapitre : partie expérimentale

5-Bromo-6-iodo-1-(tétrahydro-2H-pyran-2-yl)-1H-indazole (16)

O,
\N
/

ClelzBﬂN 2O
M = 407,04 g.mof

A un mélange de compodd (30 mg ; 0,10 mmol) dans 'eau (0,2 mL) est ajadgd’acide
sulfurique (60uL). Le mélange es refroidi a 0 °C puis une solutilennitrite de sodium (7
mg ; 0,10 mmol ; 1 équiv.) dans l'eau (0,2 mL) agtutée. Apres 5 min d’agitation, une
solution d’iodure de potassium (21 mg; 0,13 mmbdJ25 équiv.) dans I'eau (0,5 mL) est
ajoutée. Aprés 10 minutes d’agitation supplémeegaune solution aqueuse 5 N de NaOH est
ajoutée goutte a goutte jusqu'a pH ~8-9, puis latsm est extraite a 'AcOEt puis lavée
avec une solution aqueuse saturée de NaCl. Leeploaganiques rassemblées sont séchées
sur MgSQ puis le solvant est évaporé sous pression rédwgteesidu obtenu est purifié par
chromatographie sur gel de silice flash (cyclohexaoOEt, 9:1) ce qui permet d’obtenir le
composél6 (9 mg ; 0,022 mmol , 22%) sous forme d’un solidegb.

F =123-126 °C

IR (ATR) : 1601, 1462, 1412, 1078, 1040, 993, 900'c

RMN 'H (400 MHz, DMSOd) : 1,52-1,61 (2H, m) ; 1,65-1,79 (1H, m) ; 1,90-2,06 (2H, m
: 2,28-2,40 (1H, m) ; 3,72-3,81 (1H, m) ; 3,82-394, m) ; 5,89 (1H, dj = 9,5 Hz) ; 8,09
(1H, s) ; 8,22 (1H, s) ; 8,45 (1H, ).

RMN *3C (100 MHz, DMSOdg) : 22,1 ; 24,7 ; 28,8 : 66,5 (GH; 83,7 (CH) ; 121,6 ; 1240 ;
133,2 (CHom ; 99,8 ; 120,3 ; 125,4 ; 139,246

Masse exacte (ES+) calculée pousHGs*BriN,O (M+H)* 406,9256 ; trouvée 406,9236.
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N-benzyl-6-nitro-1-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-1H-indazol-5-amine (17)

OQ
[eRY
N
N
H

C1aH20N403
M = 352,39 g.mof

"\
/

A une solution du composE3 (50 mg ; 0,153 mmol) dans le toluéne anhydre () sdnt
ajoutés le Pglba.CHCL (7,9 mg; 0,0076 mmol ; 5 mol%), le BINAP (11,4 m@,018
mmol ; 12 mol%), et le GEO; (150 mg ; 0,46 mmol ; 3 équiv.). De I'argon essraibuller
dans la solution pendant quelques minutes, souatiagi, puis la benzylamine (1841,
0,168 mmol, 1,1 équiv.) est additionnée goutte adtgodpres une nuit de chauffage dans un
bain d’huile a 80 °C, de I'AcOEt est ajouté et lélamge est filtré sur Célite. Le solide est
lavé a I'’AcOEt puis le filtrat est évaporé. Le disbobtenu est purifié par chromatographie sur
gel de silice flash (cyclohexane/AcOEt, 9:1 a &8)qui permet d’obtenir le compo$é (37

mg ; 0,105 mmol ; 68%) sous forme d’un solide rouigdet.

La préparation du compo4d€ peut étre réalisée avec un rendement comparatappiguant
la méme procédure en substituant le toluéne pdHE, le CsCO; par le'BuONa, et en
chauffant dans un bain d’huile a 50 °C.

Mp = 113-117 °C.

IR (ATR) : 3416, 1638, 1574, 1522, 1499, 1476, 1489.

RMN 'H (400 MHz, CDCJ) : 1,64-1,83 (3H, m) ; 2,042,18 (2H, m) ; 2,442,55 (1H, m) ;
3,73-3,81 (1H, m) ; 3,994,05 (1H, m); 4,54 (2H, s) ; 5,68 (1H, dd= 9,5 Hz,J, = 2,5 Hz)
; 7,00 (1H, s) ; 7,277,41 (5H, m) ; 7,86 (1H, s) ; 8,53 (1H, s).

RMN **C (100 MHz, CDGJ) : 22,5 ; 25,1 ; 29,4 ; 47,9 ; 67,6 (@H 85,7 (CH) ; 102,2 ;
109,1; 127,2 (2C) ; 127,6 ; 128,9 (2C) ; 132,7 4kt ; 130,3 ; 131,6 ; 135,0 ; 137,9 ; 139,5
(Carom)-

Masse exacte (ES+) calculée pousHG:iN4Os (M+H)" 353,1614 ; trouvée 353,1630.
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5,6-Dinitro-1H-indazole (19)

O,N N\N

/
C/H4N4O,4

M = 208,13 g.mof

Un mélange de 6-nitroH-indazoleP (5 g ; 31 mmol) dans I'acide sulfurique concerfité
mL) est refroidi a 0 °C puis ajouté lentement a soleition a 0 °C et sous agitation de nitrate
de potassium (3,44 g ; 34 mmol) dangSB, concentré (30 mL). La solution est agitée
pendant 16 h a température ambiante puis verseeldagiace (800 g). Le solide est filtré,
lavé a I'eau puis recristallisé dans I'acide aaéiglacial (50 mL) ce qui permet d’obtenir le
composél9 (5,35 g ; 26 mmol ; 84%) sous forme d’un solideajg

La préparation du compo4® est également décrite dans I'article référenceéarams.

RMN H (400 MHz, DMSOd): 8,45 (1H, s) ; 8,56 (1H, s) ; 8,84 (1H, s) ;AB(1H, se,
NH).

RMN **C (100 MHz, DMSOde): 109,1 ; 121,3 ; 137,2 (GHn) ; 122,2 ; 135,8 ; 138,4 ; 141,6
(Caronb-
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1H-Indazole-5,6-diamine (20)

HoN

\ /ZI

HoN

C7HgN,
M = 148,17 g.mof

A un mélange de compo4® (200 mg ; 0,96 mmol) et de Pd/C a 10% (200 md.9 ymol ;

20 mol%) dans le méthanol (6 mL) est ajouté le fatend’ammonium (600 mg ; 9,5 mmol).
Le mélange est chauffé a reflux pendant 1 h pucatalyseur est supprimé par filtration sur
Célite. Le solide est lavé au méthanol (30 mL) peiisltrat est évaporé sous pression réduite,
ce qui permet d’obtenir le compo26 (122 mg ; 0,82 mmol ; 86%) sous forme d'un solide
gris. Le compos@0 peut étre utilisé directement sans purificatioppt@mentaire.

La préparation du compo&6€ est également décrite dans I'article référenceéararms.

RMN *H (400 MHz, DMSOds): 4,29 (2H, se, Nb) ; 4,80 (2H, se, NbJ ; 6,57 (1H, s) ; 6,72
(1H, s) ; 7,53 (1H, s) ; 12,02 (1H, se, NH).

RMN *3C (100 MHz, DMSOde): 91,6 ; 101,7 ; 131,3 (GH.) ; 115,8 ; 132,1 ; 136,3 ; 138,4
(Caronb-
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1,6,7,8-Tétrahydrocyclopentap]pyrazolo[3,4-gJquinoxaline (21)

A “\
N, Va
C12H10N4

M = 210,23 g.mof

A une solution de H-indazole-5,6-diamin@0 (100 mg ; 0,67 mmol) dans le THF anhydre (3
mL) sont ajoutées la triethylamine (0,19 mL; 13§ nl,36 mmol ; 2 équiv.) puis la 2-
chlorocyclopentanone (76L ; 90 mg; 0,76 mmol ; 1,1 équiv.). Le mélange @sauffé a
reflux pendant une nuit puis le solvant est évagorés pression réduite. De I'eau est ajoutée
au résidu puis le mélange est extrait a I’AcOEts Iphases organiques rassemblées sont
séchées sur MgSQeévaporées, puis le mélange brut est purifié pasroatographie sur gel
de silice flash (cyclohexane/AcOEt, 6:4 a ACOEt%)@e qui permet d’obtenir le composé
21 (30,8 mg ; 0,15 mmol ; 22%) sous forme d’un sojalee clair.

F = 139144 °C
IR (ATR) : 3468, 1635, 1597 ¢fn

RMN 'H (400 MHz, DMSO#) : 2,22 (2H, quint) = 7,5 Hz) ; 3,10 (2H, t = 7,5 Hz) ; 3,11
(2H,t,J=7,5Hz) ; 8,02 (1H, s) ; 8,43 (1H, s) ; 8,44 (B); 13,31 (1H, se).

RMN *°C (100 MHz, DMSOdg) : 20,9 ; 31,5 ; 31,8 (CHi; 105,6 ; 119,2 ; 134,4 (GHn) ;
124,9 ; 135,1 ; 139,0 ; 139,4 ; 159,3 ; 161,54F

Masse exacte (ES+) calculée pousHGiN, (M+H)" 211,0984 ; trouvée 211,0998.
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7-Phényl-1,6,7,8-tétrahydrocyclopentdj]pyrazolo[3,4-glquinoxaline (22)

A N\N
S Y
CigH14N4
M = 286,33g.mol™*

A une solution de H-indazole-5,6-diamin@0 (12,6 mg ; 0,085 mmol) dans l'acide acétique
glacial (0,3 mL) est ajoutée une solution de 4-pt@mclopentane-1,2-dione (14,8 mg ; 0,085
mmol ; 1 équiv.) dans I'acide acétique glacial (®B). Le mélange est agité pendant 1 h dans
un bain d’huile chauffé a 80 °C. Aprés retour apgémature ambiante, la solution est versée
dans de I'eau glacée (10 mL) puis neutralisée anecsolution aqueuse de NaOH 5 M. Apres
extraction a I'AcOEt, les phases organiques raskmmbsont séchées sur MgS@uis
évaporées. L'huile brune obtenue est purifiée pgaoroatographie sur gel de silice flash
(cyclohexane/AcOEt, 7:3) de qui permet d’obtenicéenposé2 (8 mg ; 0,03 mmol ; 33%)
sous forme d’un solide jaune clair.

F > 280°C.

IR (ATR) : 3190, 1644, 1607, 1494, 1355tm

RMN *H (400 MHz, DMSO#d) : 3,25-3,33 (2H, m) ; 3,51 (1H, ddy = 17,0 HzJ, = 8,0 Hz)
: 3,52 (1H, ddJ; = 17,0 Hz,J, = 8,0 Hz) ; 3,823,92 (1H, m) ; 7,27 (1H, § = 7,5 Hz) ; 7,37
(2H, t,J=7,5 Hz) ; 7,45 (2H, d] = 7,5 Hz) ; 8,06 (1H, s) ; 8,45 (1H, s) ; 8,48 (H)l; 13,34
(1H, se).

RMN *3C (100 MHz, DMSOd) : 39,6 (CH) ; 40,8 (CH) ; 105,7 ; 119,4 ; 126,6 ; 127,1 (2C)
:128,5 (2C) ; 134,5 (Ckhn) ; 125,0 ; 135,3 ; 139,2 ; 139,4 ; 143,7 ; 158160,8 (Gron).

Masse exacte (ES+) calculée pougtGsN, (M+H)" 287,1297 ; trouvée 287,1290.
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8-Méthyl-1,6,7,8-tétrahydrocyclopentab]pyrazolo[3,4-gJquinoxaline (23a) et
6-Méthyl-1,6,7,8-tétrahydrocyclopentap]pyrazolo[3,4-gJquinoxaline (23b)

C13H1oNg
M = 224,26 g.mof

A une solution de H-indazole-5,6-diamin€0 (50 mg ; 0,34 mmol) dans I'acide acétique
glacial (1,5 mL) est ajoutée la 3-méthylcyclopestdr2-dione (37,8 mg; 0,34 mmol ; 1
équiv.). Le mélange est agité pendant 30 min dankain d’huile chauffé a 110 °C. Aprés
retour a température ambiante, la solution estégexans de I'eau glacée (10 mL) puis
neutralisée avec une solution aqueuse de NaOH Apvés extraction a I'’AcOEt les phases
organiques rassemblées sont séchées sur Mp&i© évaporées. L’huile brune obtenue est
purifiée par chromatographie sur gel de siliceHlésyclohexane/AcOEt, 7:3 a 2:8), ce qui
permet d’obtenir un mélange de régioisom&@a et 23b (24 mg ; 0,11 mmol ; 32%) sous
forme d’un solide jaune clair. Le rapport entredesix régioisomeres (81:19) a été determiné
d’aprés le spectre RMRH, d’aprés les signaux & 8.03 ppm (isomére minicejt@t 8.06 ppm
(isomére majoritaire).

RMN H (400 MHz, DMSOsg) : 1,41 (3H+3H°, d,J = 7,0 Hz) ; 1,721,82 (1H+1H’, m) ;
3,04-3,10 (2H+2H", m) ; 8,03 (1M, s) ; 8,06 (1H s) ; 8,43 (1A+1H", s) ; 8,45 (1H s) ;
8,48 (1H, s) ; 13,2813,35 (1H+1H", se).

RMN **C (100 MHz, DMSOd), régioisomeére majoritaire : 17,6 (§H 30,2 ; 30,4 (Ch) ;
37,9 (CH) ; 105,8; 119,2; 134,4 (Gh¥) ; 124,9 ; 135,2;139,1 ; 139,4 ; 159,2 ; 164,1
(Cal’Ol'T)'

Masse exacte (ES+) calculée pousHGaN, (M+H)" 225,1140 ; trouvée 225,1144.
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7,8-Diméthyl-1,6,7,8-tétrahydrocyclopentdp]pyrazolo[3,4-gJquinoxaline (24a) et
6,7-Diméthyl-1,6,7,8-tétrahydrocyclopentdp]pyrazolo[3,4-gJquinoxaline (24b)

C13H14N4
M = 238,29 g.mof

A une solution de H-indazole-5,6-diamin€0 (200 mg ; 1,35 mmol) dans I'acide acétique
glacial (5 mL) est ajoutée la 3,4-diméthylcyclo@erd-1,2-dione (170 mg; 1,35 mmol; 1
équiv.). Le mélange est agité pendant 30 min danbain d’huile chauffé a 80 °C. Aprés
retour a température ambiante, la solution estéeexans de I'eau glacée (40 mL) puis
neutralisée avec une solution aqueuse de NaOH Apkks extraction a 'AcOEt, les phases
organiques rassemblées sont séchées sur Mp&i© évaporées. L’huile brune obtenue est
purifiée par chromatographie sur gel de siliceHflé&tO/cyclohexane, 6:4) ce qui permet
d’obtenir un mélange de régioisomeggm et 24b (96 mg ; 0,40 mmol ; R = 30%) sous forme
d’'un solide jaune. Une purification supplémentaiee chromatographie a permis d'isoler le
régioisomere24a (9,6 mg, 0,04 mmol ; 3%), et le régioisomadd (12 mg, 0,05 mmol ; 4%)
sous forme de solides jaunes.

Régioisomer®4a:

F =183189 °C.

IR (ATR) : 3179, 1635, 1570 cfh

RMN 'H (400 MHz, DMSOdg) : 1,30 (3H, d,J = 6,5 Hz) ; 1,41 (3H, dJ = 7,0 Hz) ;
2,06-2,18 (1H, m) ; 2,75 (1H, dd; = 17,0 Hz J, = 10,5 Hz) ; 2,86 (1H, dd; = 10,0 Hz,J
=7,0Hz); 3,16 (1H,ddJ; =17,0 HzJ, = 7,5 HZz) ; 8,05 (1H, s) ; 8,43 (1H, s) ; 8,44 (B}
; 13,33 (1H, se).

RMN *3C (100 MHz, DMSOs) : 15,0 ; 18,4 (Ch) ; 38,8 (CH) ; 39,6 ; 45,4 (CH) ; 105,8 ;
119,2 ; 134,4 (CHom ; 124,9 ; 135,4 ; 139,2 ; 139,4 : 158,9 ; 16&C4k).

Masse exacte (ES+) calculée pougHGsN, (M+H)" 239,1297 ; trouvée 239,1303.

Régioisomer@4b :

Mp = 206-216 °C.

IR (ATR) : 3142, 1638, 1601 cf
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RMN *H (400 MHz, DMSOsds) : 1,30 (3H, d,J = 6,5 Hz) ; 1,41 (3H, dJ) = 7,0 Hz ) ;
2,06-2,18 (1H, m) ; 2,77 (1H, ddy = 17,0 Hz,J, = 10,5 Hz) ; 2,86 (1H, dd; = 10,0 Hz J,
=7,0Hz); 3,17 (1H,ddl; =17,0 HzJ, = 7,5 Hz) ; 8,03 (1H, s) ; 8,42 (1H, s) ; 8,47 (B},
13,31 (1H, se).

RMN 3C (100 MHz, DMSOdg) : 15,1 ; 18,4 (CH) ; 39,0 (CH) ; 39,6 ; 45,1 (CH) ; 105,7 ;
119,4 ; 134,4 (CHon) ; 124,8 ; 135,3;139,3 ; 139,4 ; 161,0 ; 16594).

Masse exacte (ES+) calculée pousHGsN4 (M+H)™ 239,1297 ; trouvée 239,1295.
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Partie Il. Premier chapitre : étude bibliographique

|. L'APOPTOSE OU MORT CELLULAIRE
PROGRAMMEE

[.1. Présentation

Le terme d'apoptose (du grempo-: au loin, -ptosis: chute) était utilisé dans
I'antiquité pour décrire la décompositipost mortendes corps (« chute des 0s »).
C’est en 1972 que John Kerr &t® introduisent le mot apoptose pour décrire un nauve
mode de mort cellulaire au cours duquel les cdlele surnombre, endommagées ou infectées
par un virus seraient éliminées. Jouant par agleun role déterminant au cours du
développement embryonnaire, I'apoptose concourtosturau respect de I'homéostasie
tissulairé”.
En effet, tout organisme pluricellulaire est soascbntréle d'un ensemble de processus
physiologiques garants de son bon fonctionnemermiPeux, ’lhoméostasie tissulaire est la
résultante d’un équilibre entre :

- La prolifération cellulaire régie par la mitosel cours du cycle cellulaire qui
régénere les tissus.

- La mort cellulaire programmée ou apoptose quitrainement a la nécrose est un
processus actif soumis a un programme génétiquesnatrolé (Figure 106).
Ce mécanisme régulateur essentiel va permettrenitér les cellules en trop grand nombre

ou dysfonctionnelles.

Au cours de ce processus, la cellule va étre saumides modifications morphologiques et

biochimiques conduisant a sa destruction.

Mort cellulaire
APOPTOSE

Prolifération cellulaire
DIVISION

AN

Figure 106 : Respect de I’'homéostasie tissulaire chez un sujet sain.

8 J.F.R. Kerr, A.H. Wyllie, A.R. CurrieBr. J. Cancer1972 26, 239-257.
8 T.D. Pollard, W.C. Earnshawjologie cellulaire Elsevier,2004 819-821.
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Les changements structurels induits lors du proased&apoptose se déroulent en plusieurs
étapes : des stimuli internes ou externes provoquerd condensation nucléaire et
cytoplasmique ainsi qu’une dislocation des organifg). Cet état évolue vers un
bourgeonnement de la membrane cytoplasmique quitialdola fragmentation cellulaire en
corps apoptotiquesb). Dans un second temps, ces fragments sont phi#gopar des

macrophages ou des cellules épithéliales vois{opé&rigure 107).

o’
Figure 107 : Changements morphologiques induits lors de ’lapoptose. (Adapté de http://bictel.ulg.ac.be/ETD-

db/collection/available/ULgetd-06122007-215057/unrestricted/05INTRO_CHAPITRE2.pdf).

 —

[.2. Mécanisme

L’apoptose est gouvernée par un réseau compleéxeméments intracellulaires selon

§5,86

deux voie (Figure 108) que nous détaillerons ci-dessous.

Chacune des voies conduit a I'activation de caspases famille de cystéines protéases, qui
en clivant une large gamme de substrats cellulamesluisent a la mort cellulaire. Elles sont

de deux types :

- les caspases initiatrices qui s’oligomérisenteapinteraction avec une protéine

adaptatrice et deviennent alors actives.

- les caspases effectriesgui sont activées par les caspases initiatrices. @dzymes

vont ensuite étre a I'origine d’une suite de réawiaboutissant a I'apoptose.

La premiéere voie dite intrinséque (ou voie apoptmti mitochondriale) est activée par de
nombreux signaux (radiations, agents anticancéreanence en facteurs de croissance, ADN
endommagé) entrainant la libération dans le cysopéade facteurs apoptogenes tels que le

cytochromec, ou encore Smac/diablegcond mitochondrial activator of caspases

Le cyctochrome se fixe a la protéine ApaflApoptotic protease-activating facto)-fjui va
se complexer avec la procaspase-9 en présence d@UTRle dATP et ainsi former

'apoptosome. Ceci provoque l'activation de la @9 et déclenche l'activation de

8 E. Ségal-Bendirdjian, C. Dudognon, J. Mathiewillion, F. BesanconBull. Cancer 2005 92, 23-35.
8 K.L. Moffitt, S.L. Martin, B. Walker,J. Pharm. Pharmacql201Q 62, 547-562.
87 K.M. Boatright, G.S. Salvese@urr. Opin. Cell. Biol, 2003 15, 725-731.
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plusieurs caspases effectrices en cascade. llsuitgdes changements morphologiques et

biochimiques caractéristiques de la mort cellulpm@grammeée (Figure 108).

La seconde voie extrinseque (également nommée emdaide de mort ») fonctionne
indépendamment de la mitochondrie et est activédgmrécepteurs a la surface de la cellule.
La liaison de ligands a des récepteurs de mortriramdranaires comme Fas ou ceux de la
famille des TNF Tumor Necrosis Factyrinduit la mobilisation de protéines intracellués
adaptatrices FADDHRas-Associated Death Domaiqui s’associent a la procaspase-8 pour
former le DISC Death-Inducing Signaling ComplexCe complexe permet d’activer la

caspase-8 qui a son tour initie la cascade d’éventambiochimiques gouvernés par les

caspases (en particulier 3 et 7) aboutissant aptage (Figure 108).

Signalisation Signalisation
intrinséque extrinséque
(Dommages de 'ADN,
anticancéreux
i Privation de eytokines) CD95L, TNFa
TRAIL

Ligand

Mitochondrie Récepreur

Membrane

FADD Adaptateur

ks

Procaspase-8
m caspase-§ active

\ Procaspase-3

@ - 00 ) o
Sl s \ i
Caspasc-9
P > = —— »| APOPTOSE
TR Cascade d'activation
Apoptosome caspase-3

: des caspases
active P

Figure 108 : Voies de signalisation de 'apoptose. (Adapté de Ségal-Bendirdjian et al.ss)
Il faut noter que, dans le cas de la voie intringeda perméabilisation de la membrane
mitochondriale externe qui permet le relargage ptegéines responsables de I'apoptose est

sous le contr6le des protéines de la famille dds2Riont le réle primordial dans I'apoptose

sera détaillé dans la partie suivante.
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||. CONTROLE DE L'APOPTOSE PAR LES
PROTEINESDE LA FAMILLE DESBCL-2

[1.1. Classification

Comme nous l'avons évoqué précédemment, 'aposseontrdlée génétiquement,
notamment par les genes codant pour la famillepdegines Bcl-2 B-cell lymphoma-Rqui

permettent le maintien des cellules en vie ou daétient leur mort par la voie mitochondriale.

Bcl-2 désigne un ensemble de protéines dont leipreeprésentant nommé également Bcl-2,
a été identifié par observation d’une translocatbromosomique caractéristique t(14;18) se
produisant dans 85% des lymphomes folliculaire8086 des lymphomes diffus a cellules B
et causant la dérégulation de I'expression de ne gé& niveau transcriptionfiel

Les protéines de la famille Bcl-2 ont été class#ese part selon leur fonction, a savoir
déclencher la mort cellulaire programmée ou maintarcellule en vie et d’autre part sur des

criteres structuraux.

Bien que les 25 membres de cette famille affichem relativement faible similarité de
séquence (<20%), tous se caractérisent par lamm&s#au moins une des quatre régions
conservées dénommées domaines MdlA-Homology domaijnqui sont a la base des

interactions entre les différents membres de ldlfantes protéines Bcl®2
On distingue ainsi deux groupes de protéines (Eigo®)
* les protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2, B¢l®cl-w, Mcl-1 ou Bfl-1 qui

maintiennent la cellule en vie. Toutes ces progipartagent une homologie de

séquence au niveau des quatre domaines BH1-4.

* les protéines pro-apoptotiques responsables duerddwment de I'apoptose, se

divisent en deux catégories :

- les membres pro-apoptotiques multidomainescgunportent, entre autres,
Bax, Bak et Bok.

8 M.H. Kang, C.P. Reynold€§lin. Cancer Res2009 15, 1126-1132.
89 G.J.P. Rautureau, C.L. Day, M.G. Hintfs, J. Mol. Sci, 201Q 11, 1808-1824.
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- les membres pro-apoptotiques « BH3 seulemeng¢»contenant que le
domaine BH3 dont font partie Bid, Bad, Bim, Bik akH

Anti-apoptotiques

Bel-2
Bel-X,
Mcl-1
Bel-w

|BH4 BH3 BHT BH2 Ll
. . Bcl-X,DTM

L BoolDiva

Pro-apoptotiques

Bax

, H3 [ aw Bak
. . Bok/Mtd
Multi-domaines < —— g i El eox,
- [ | BH3 | ' BHz =T

Bik

/ Eﬂ—mﬁ Hrk

Bim

Bad

E ) BH3 | ] Bid

Bcl-Gg

= R =D Noxa/APR

« BH3 seulemel » <

/ IEEE prss

g I i

Nix/Bnip

Figure 109 : Domaines structuraux des protéines pro- et anti-apoptotiques de la famille des Bcl-2. (D’apres
bictel.ulg.ac.be/ETD-db/collection/.../05INTRO_CHAPITRE2.pdf)

La détermination de la structure tridimensionneléss protéines de la famille des Bcl-2 a
permis de mettre en évidence les interactions desr@rotéines pro- et anti-apoptotiques a

I'origine de la régulation de I'apoptose.
[1.2. Structure tridimensionnelle

La premiére structure caractérisée par cristalpoigie aux rayons X (PDB 1MAZ) et
par RMN (PDB 1LXL) a été celle de la protéine apbptotique Bcl-x*%% Deux hélices
hydrophobesdb eta6) constituent le coeur de la protéine qui est egtde 6 autres hélices
amphiphiles, connectées entre elles par des bodeldgférentes longueurs (Figure 110A).

La séquence NWGR précédant I'héliceest hautement conservée chez les protéines &tcl-2
joue un réle structural et fonctionnel importanta Effet, le résidu tryptophane permet

% S.W. Muchmore, M. Sattler, H. Liang, R.P. Meadows&. Harlan, H.S. Yoon, D. Nettesheim, B.S. Chang,
C.B. Thompson, S.-L. Wong, S.-C. Ng, S.W. Febiifure, 1996 381, 335-341.
%L A.M. Petros, E.T. Olejniczak, S.W. FesBipchim. Biophys. Act®2004 1644 83-94.
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d’établir des contacts hydrophobes avec certaisslug deo6 eta7, tandis que I'arginine

intervient dans les interactions avec les protémesapoptotiques.

Le site d’interaction protéine/protéine régularg plhénomenes d’apoptose se situe au niveau
d’'un sillon hydrophobe localisé a la surface dest@ines anti-apoptotiques, délimité par les
hélicesa3 eta4 et au sommet par les domaines d’homologie BH12 BHBH3. Le sillon
hydrophobe de Bcl.xest représenté en jaune en Figure 110B.

La forte analogie entre les domaines BH3 des d@ifftsr membres des protéines de la famille

des Bcl-2 se traduit par des structures tridimemstd@es proches comme le montre la

superposition des protéines anti-apoptotiques BetBcl-2 (Figure 110C).

Figure 110 : Représentation de la structure 3D (A) et de la surface (B) de Bcl-x,. Surperposition de Bcl-x, (bleu)
avec Bcl-2 (rouge) (C).(D’aprés Petros et al.gl).

En outre, la structure RX de cing autres protémésé déterminée : Bck2 Bel-w3, Mcl-1%,
Bax’, Bid*® et KSHV-Bcl-2’ (Kaposi Sarcoma-associated Herpes Vjrus

[1.3. Localisation

Les protéines anti-apoptotiques se situent priheipant au niveau de la membrane
externe mitochondriale mais également au nivealiedeeloppe nucléaire et du réticulum

endoplasmique.

% A. M. Petros, A. Medek, D. G. Nettesheim, D. HrKiH. S. Yoon, K. Swift, E. D. Matayoshi, T. Oltdesf,
S. W. FesikProc. Natl. Acad. Sci. U.S./£2001, 98, 3012-3017.

% A. Y. Denisov, M. S. R. Madiraju, G. Chen, A. Klimd®. Beauparlant, G. Attardo, G. C. Shore, K. Gah
J. Biol. Chem2003 278, 21124-21128.

% C. L. Day, L. Chen, S. J. Richardson, P. J. HsorisD. C. S. Huang, M. G. Hind, Biol. Chem 2005 280,
4738-4744.

% M. Suzuki, R. J. Youle, N. Tjandr&€ell, 2000 103 645-654.

%J.J. Chou, H. Li, G. S. Salvesen, J. Yuan, G. Weagell, 1999 96, 615-624.

°" Q. Huang, A. M. Petros, H. W. Virgin, S. W. Fedik, T. OlejniczakProc. Natl. Acad. Sci. U.S.A2002 99,
3428-3433.

113



Partie Il. Premier chapitre : étude bibliographique

Les pro-apoptotiques, quant a elles, sont locaiskms le cytoplasme ou dans la membrane

mitochondriale ou nucléaire selon leur état d’aatton.

Par exemple, la protéine Bad est phosphoryléesetcase aux protéines 14-3-3 dans la cellule
saine. En réponse a des stimuli apoptotiques, Badéphosphorylée par des phosphatases et
migre du cytoplasme vers la mitochondrie ou elleim®ragir avec les protéines anti-

apoptotique®.

I1.4. Mécanisme mis en jeu dans la régulation de

I'apoptose

Nous exposerons dans ce paragraphe la faconetoptdtéines de la famille des Bcl-2

interagissent pour réguler I'apoptose.

Comme nous l'avons évoqué précédemment, le relardagcytochrome dans le cytosol
déclenche I'activation en cascade des caspasegii cearque un point de non retour dans la

voie conduisant a I'apoptose.

En amont, ce sont les protéines de la famille dek2Bqui, par le biais d’interactions
protéine/protéine orchestrent les mécanismes apgpés dans la voie de signalisation

intrinseque.

Ainsi, I'entrée de la cellule en apoptose repose wue activation des protéines pro-
apoptotiques Bak ou Bax. Ces protéines multi-domdorsqu’elles ne sont pas activées, se
trouvent sous forme monomérique dans le cytoplagB@x) ou dans la membrane
mitochondriale externe (Bak). En réponse a divagsagix apoptotiques, elles vont subir des
changements conformationnels, s’homo-oligomériserfoemer des pores induisant la

perméabilisation de la membrane externe mitochaledri

L’activation de Bak et de Bax se fait grace auxdres pro-apoptotiques « BH3 seulement »
selon un mécanisme encore controversé. Deux mogeéksbles ont été proposés pour la
régulation de I'apoptose par Bak et B&X:

- un mode d’activation directe (Figure 111A) : [@®téines pro-apoptotiques « BH3
seulement » se classeraient en deux catégories« detivateurs » (Bim, tBid, Puma) qui se

lient & la fois aux protéines anti-apoptotiques &ak/Bax, et les « sensibilisateurs » (Bad,

8 K_.L. Moffitt, S.L. Martin, B. WalkerJ. Pharm. Pharmacql201Q 62, 547-562.
% M.F. van Delft, D.C.S. Huang@ell Res, 2006 16, 203-213.
% S.N. Willis, J.M. AdamsCurr. Opin. Cell Biol, 2005 17, 617-625.
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Bik, Hrk, Noxa) qui ne peuvent interagir qu’aves knti-apoptotiques. Dans les cellules en
fonctionnement normal, les activateurs (Bim parngpie) sont séquestrés par les protéines
anti-apoptotiques Bcl-2. Faisant suite a des stimytbtoxiques, le sensibilisateur Bad est
déphosphorylé et peut se lier aux protéines Bdib2rant ainsi Bim qui va se lier alors a

Bak/Bax pour déclencher leur oligomérisation etiatnsduire la cellule vers I'apoptose.

- un mode dactivation indirectdFigure 111B): encore appelé modele de
neutralisation des protéines anti-apoptotiquesila@met en cause la capacité des protéines
« BH3 seulement » a se lier aux pro-apoptotiquedtisshomaines Bak/Bax. Ainsi Bim
activerait Bak/Bax en dissociant le complexe que m®téines pro-apoptotiques établissent
avec Bcl-2 au profit de la formation du complexenBBcl-2. Ceci entraine la libération des

protéines Bak/Bax qui peuvent alors se complexerdetire I'apoptose.

A - B .
) Bad ] ) (E!nm ]
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Figure 111 : Modeéles d’activation de Bak/Bax par les protéines « BH3 seulement ». A) Direct. B) Indirect.
(D’apres Willis et al.gg).

[1.5. Interactions fondamentales

Les protéines de la famille des Bcl-2 sont des ledgurs clé de I'apoptose : leur

expression est a l'origine du maintien de la celkeh vie ou du déclenchement de sa mort.

Les interactions protéine/protéine mises en jeueelds membres pro- et anti-apoptotiques

vont déterminer le devenir de la cellule (Figur@)11
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Cell death signal

Death blocker l Deathﬂwducer

Bak
checkpoimt (B |gay,

T A &

Death signal blocked Death signal promoted
Cell survival Cell death

Figgt;re 112 : Contrdle du devenir de la cellule par les protéines pro- et anti-apoptotiques. (D’aprés Moffitt et

al.™).

En effet, les protéines pro-apoptotiques peuventesgar I'intermédiaire de leur domaine
BH3 au sillon hydrophobe présent chez les anti-tgiimues. De fagon plus détaillée, il a été
montré que l'affinité repose sur l'interaction enuin court segment du domaine BH3 des
protéines pro-apoptotiques et une surface pluslgeeimcluant les domaines BH1 et BH2 des
représentants anti-apoptotigtlesCes interactions ont été mises en évidence btguide du
complexe entre Bclixet un court peptide de 16 résidus provenant de (Bak;,.s). Les
caractéristiques moléculaires de cette hétérodsaion ont été davantage explorées par
RMN.

Le peptide Bak se présente sous forme d’une héliamphiphile lorsqu’il est complexé a
Bcl-x.. Son affinité avec la protéine anti-apoptotiquel-Bc (K4 = 340 nM) repose
principalement sur la présence de résidus hydragghagii pointent a I'intérieur de la zone
d’interaction protéine/protéine et établissent mésractions clé avec des zones hydrophobes
du sillon de Bcl-x (Figure 113). L'importance de ces interactiongéad&montrée en testant
I'affinité d’'un peptide mutant de Bak pour Bal-xI'introduction d’un résidu Ala a la place du

résidu Led® induit une diminution de I'affinité de 800 fois pda protéine.

De plus, les chaines latérales chargées du pepinteibuent a la stabilisation du complexe

par le biais d’interactions de nature électrostegiq

L A.M. Petros, E.T. Olejniczak, S.W. Fesiipchim. Biophys. Act®2004 1644 83-94.
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Figure 113 : Représentation du complexe Bak/Bcl-x,. Les résidus hydrophobes clé du peptide (A) et de Bcl-x,

(B) sont indiqués. (D’aprés Petros et al. 91).

Les effets sur I'organisme résultant d’'une suresgion des protéines anti-apoptotiques ne
sont pas anodins : un deséquilibre du ratio pra-fgoptotiques conduit au développement
de tumeurs. Ainsi, Bcl-2 serait surexprimée dans 8@% lymphomes a cellule B, 90% des
adéenocarcinomes colorectaux ainsi que dans lesrsame la prostate. En outre, un taux
anormalement élevé de Bgl-aurait été relevé principalement dans les cardieisein ou du
poumort®.

De plus, la surexpression de ces protéines confiéeerésistance des cellules malades aux
traitements de chimiothérapie. Par exemple, unenditmon de la sensibilité cellulaire vis-a-
vis de 122 agents anticancéreux a été corrélée gurexpression de Bcl-X",

Afin de rétablir 'apoptose dans les cellules tuates, plusieurs approches détaillées dans la

section suivante ont pu étre abordées.

105, E. Rutledge, J. W. Chin, A. Schepa@gy. Opin. Chem. Bial2002 6, 479-485.
101 5 A. Amundsons, T.G. Myers, D. Scudiero, S. Kitall€. Reed, A.J. Fornace JEancer Res200Q 60,
6101-6110.
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[11. INHIBITION DESPROTEINESANTI-
APOPTOTIQUES

La plupart des thérapies anticancéreuses actuellegndommageant 'ADN ou en
altérant sa réplication induisent indirectemenpdjptose dans les cellules tumorales. Ces
traitements échouent lorsque les Bcl-2 sont sunegas ou quand des mutations affectent les
voies conduisant a I'activation des protéines « BE@lement ».

Ainsi, différentes approches visant a inhiber letgines anti-apoptotiques de la famille Bcl-

2 telles que les stratégies décrites ci-dessouétértéveloppées.

I11.1. Thérapie antisens

L'utilisation d’outils biologiques est I'une detraégies dediées a rétablir I'équilibre
entre les protéines pro- et anti-apoptotiques. iAunse des premieres approches explorées a
été la thérapie antisefls
Cette technique repose sur l'utilisation d’'un oligoléotide antisens congu pour reconnaitre

et se lier spécifiguement a ’TARNm de facon & ielnisa traduction en protéine (Figure 114).

Oligonudeotide
“
| /
P,
K N\
N
” ribosomes
;; K / \ 4
Tressarption p-
\.’: . ~ rd N — N
‘R )= o
Q‘. N >\ > = » \/ »
- \
o \ ”~ E\_ jﬂ?
DNA y VPl
P \\ //" protein
dupl 5
N\ P amino

Figure 114 : Schéma explicatif de la thérapie antisens. (D’apreés A. Patel, Drug Discovery & Development,
2008, 11, 30-32).

L’agent le plus efficace & ce jour est 'Oblimerg&enasensd’®®. Développé par Genta Inc.,

cet oligonucléotide est complémentaire a TARNmBI#-2. Il est actuellement en phase I

192N. Dias, C. A. SteinEur. J. Pharm. Biopharm2002 54, 263-269.
103 R.S. Herbst, S.R. Franké)in. Cancer Res2004 10, 4245s.
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d’essais cliniques pour le lymphome non Hodgkireemn phase Il pour le mélanome et la

leucémie lymphocytaire chronigtié

Cependant, les problemes de stabilitéivo des oligonucléotides a induit le développement

d’agents thérapeutiques interagissant directemett las protéines Bcl-2.

On peut supposer que de petites molécules s’inséaams le site de fixation du domaine BH3

des protéines anti-apoptotiques pourraient blodjhétérodimérisation des protéines Bcl-2.

Ceci permettrait de neutraliser les protéines apbiptotiques et ainsi restaurer I'apoptose
(Figure 115).

Wy Inhibiteur de Bcl-x

A

¥
&
¥
Oligomérisation de Bak

¥
APOPTOSE

Figure 115 : Action des inhibiteurs antagonistes du domaine BH3 des protéines anti-apoptotiques. (D’apres

van Delft et al.gs).

Depuis une dizaine d’années, la recherche autoumale/eaux agents anticancéreux
ciblant les Bcl-2 a été florissante et concerné&ghtes classes de composés : des peptides
correspondant au domaine BH3 des protéines pro-ajiuots ou des petites molécules de

nature non peptidique.
[11.2. Inhibiteurs peptidiques

Un intérét croissant a été apporté au développedestructures mimant les héliaes
en raison de leur rble prépondérant dans les itters protéine/protéine. Plus précisément,
le développement de peptides correspondant au derBi3 des protéines pro-apoptotiques

a éete entrepris.

194 hitp://www.genta.com/Products_and_Pipeline/Gerssd@enasense.html
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[11.2.a. Peptides mutés

Une premiere stratégie consiste a employer desdesmnalogues de Bad ou Bak afin
de rétablir le phénoméne d’'apoptose. Ainsi, Petbal.!’> en modifiant les séquences
peptidigues de Bad et Bak par mutagénese dirigégpoaccéder a des peptides présentant
un taux d’hélicité supérieur et une affinité accpaeir Bcl-x par rapport aux peptides Bad et

Bak originels (Figure 116).

Sequence (nM)
GQVGRQLATIGDDINR (Bak 16-mer) 480
QRYGRELRRMSDEFVD (Bad 16-mer) 50,000

NLWAAQRYGRELRRMSDEFVDSFEK  (Bad 25-mer) 0.6

ALWAAQRYGRELRRMSDEFVDSFKE 04

NAWARQRYGRELRRMSDEFVDSFEE 07

NLAAAQRYGRELRRMSDEFVDSFKK 03

AAARAAQRYGRELRRMSDEFVDSFKK 0.5

NLWGAQRYGRELRRMSDEFVDSFEK 0.8

NLWAGQRYGRELRRMSDEFVDSFEK 24

NLWARQRYGRELRRMSDEFVDAFKE 03

NLWAAQRYGRELRRMSDEFVDSAKK 21

NLWAAQRYGRELRRMSDEFVDSFAK 12

NLWAAQRYGRELRRMSDEFVDSFEA 0.2

Figure 116 : Affinité des peptides mutés pour Bcl-x,. (D’aprés Petros et al.'”).

La longueur de la séquence peptidique est un pammérendre en compte pour augmenter
l'inhibition. C’est pourquoi I'ajout de motifs dergsidus aux extrémités C et N-terminales de
la séquence du domaine BH3 nécessaire a la contipleXa6 résidus) de Bad ou de Bak a
été réalisée. Ceci a permis d’augmenter la sudacteraction protéine/protéine existant avec
le sillon hydrophobe des protéines anti-apoptosqumeais surtout d’accroitre le taux
d’hélicité, ce qui se traduit par un gain d'affénjpour Bcl-2°° comme rillustre la Figure 117
A. Ainsi, le peptide Bak BH3 modifié possede u@g, de0,65uM sur Bcl-2 contre3,36 uM
pour le peptide de 16 résidus, cette différencidigé étant corrélée au taux d’hélicité (67,7
% contre 21,8% dans I'eau avec 50% de TFE) (FigliveR).

195 A, M. Petros, D. G. Nettesheim, Y. Wang, E. T.jAikzak, R. P. Meadows, J. Mack, K. Swift, E. D.
Matayoshi, H. Zhang, C. B. Thompson, S. W. FeBilotein Sci, 200Q 9, 2528-2534.
%D, Liu, B. Yang, R. Cao, Z. HuanBjoorg. Med. Chem. Lef2005 15, 4467-4469.
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v @

B)

100 g » BadBH3
by o Bak BH3
@ & BaxBH3
S o Bid BH3
2 Qo5 + Bad BH3-26
'g E +« N-AEM-Bak BH3-C-AEM
o B 4+ N-AEM-Bax BH3-C-AEM
E » N-AEM-Bid BH3-C-AEM
L g T - raman
107 10°¢ 10° 107 10°%
Peptide concentration (M)
BH3 domain peptides Sequence ICsy (uM) % Helix
Bak BH3 GQVGRQLAIIGDDINR 8.36 6.1/7.3/14.6/21.8
Bak BH3-26 PSSTMGQVGRQLAIIGDDINRRYDSE 3.03 7.3/8.9/25.2/37.7
N-AEM-Bak BH3-C-AEM NLWAAGQVGRQLAIIGDDINRSFKGL 0.65 8.1/11.4/56.7/67.7

CD spectra were acquired in 0%, 10%, 30%, 50% TFE.

Figure 117 : A) Affinités des peptides modifiés et non modifiés pour Bcl-2. (AEM = Affinity-Enhancing Motifs).
B) Taux d’hélicité et ICso(Bcl-2) du peptide Bak BH3 modifié et non modifié. (D’aprés Liu et al.’”).

Cependant, l'utilisatiomn vivo de ces structures peptidiqgues semble compromisaisan de
leur mauvaise stabilité et de leur faible capagitéaverser les membranes cellulaires.

[11.2.b. Peptides « en agraphe »

Une alternative consistant a incorporer un ou iplus ponts hydrocarbonés a la
structure des peptides permettrait de limiter lgraéation protéolytiqgté’. Le groupe de
Korsmeyer a inséré dans la séquence peptidiqgue chaide BH3 de Bid ou de Bad des
acides aminés non naturels substituésaepar une chaine oléfinique. Une réaction par
méthathese croisée catalysée au ruthénium entne sidus non naturels conduit a la
formation de ces ponts hydrocarbonés intramolémadaiLe renforcement de la structure
hélicoidale induite par ces « agraphes » a été diénpar dichroisme circulaire : le peptide
Bid BH3 ne présente que 16% d’hélicité en solutwomtre 86% pour le peptide stabilisé
(Figure 118).

197, D. Walensky, A. L. Kung, I. Escher, T. J. Mal. Barbuto, R. D. Wright, G. Wagner, G. L. Vesi$. J.
Korsmeyer,Science2004 305, 1466-1470.
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Figure 118 : A) Stabilisation du peptide Bid par une agraphe de S-pentenyl alanine. B) Dichroisme circulaire
montrant la structure a-hélicoidale des peptides modifiés. (D’aprées Walensky et al. 108)

Des expériences par polarisation de fluorescencenmnttré la corrélation entre le gain
d’hélicité et I'affinité : ainsi, le peptide Bid M (Stabilized alpha-helix of Bcl-2 doma)ns
se complexe a Bclixen solution avec une meilleure affinité que letpkpBid BH3 ECso =
230vs. 745 nM)*°%®

[11.2.c. Peptides « mixtes »

Dans un dernier temps, la synthése d’oligomeres maiurels pouvant adopter une
conformation particuliere a été effectuée afin dmen la structure hélicoidale des protéines
pro-apoptotiqued®'? Les squelettes mixtes/p-peptidiques se sont révélés étre de bons
mimes du domaine BH3 : les foldametest 2 représentés en Figure 119 se lient a Bcl-x

avec de¥; de2 nM et5 nM respectivement.

A APC-Ala-ACPC-Arg-ACPC-Leu-ACPC-Lys- B3Xaa—GIy—AspfAIa—Phe—Asn—ArngHz

ﬂgt J\r &%u\ &%u\ Jvfl NL« L-«\)\u \,um

NH fr / \ }CH @ \LNH

1 (ﬁ’ -hLeu) 2 (p*-hNle)
B

hi h2 h3 h4
Foldamer 1 Re AFT ACPC R | acrc (B AcPC | K qu “ “ F N R HNH;
Bims (57-71) w Al alce v B n ﬂ - I
Bak (73-87) a c [ r | a L A ] N - Em N R

Figure 119 : A) Structure des peptides 1 et 2 (B-aminoacides représentés en gras). B) Alignement des
séquences des domaines BH3 (h1-h4) de Bim et Bak avec 1. (D’aprés Lee et al."*").

198 D. Walensky, K. Pitter, J. Morash, K. Joon H&, Barbuto, J. Fisher, E. Smith, G. L. Verdine,JS.
KorsmeyerMol. Cell, 2006 24, 199-210.

1993, D. Sadowsky, M. A. Schmitt, H.-S. Lee, N. UmeaaS. Wang, Y. Tomita, S. H. Gellmarh,Am. Chem.
Soc, 2005 127, 11966-11968.

M0 E F. Lee, J. D. Sadowsky, B. J. Smith, P. E. Gtb K. J. Peterson-Kaufman, P. M. Colman, S. H.
Gellman, W. D. FairlieAngew. Chem. Int. E2009 48, 4318-4322.
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La co-cristallisation ddl avec Bcl-x montre que I'oligomere adopte une conformation en
hélice et s’oriente dans le site de fixation du doma BH3 de la protéine anti-apoptotique de
la méme maniere que le ligand naturel en formantenchainement régulier de liaisons
hydrogene C=0Y...H-N(i+4) (Figure 120).

Figure 120 : Structures RX de Bcl-x, complexée a 1 (en vert, A) et au peptide Bim (en bleu, B). C) Structure de
1. (D’apres Lee et al.*’).

Parmi les différents peptides présentés ci-dedsseptides « en agraphe » présentent une
meilleure affinité avec les protéines anti-apagtes et sont plus stables. Cependant, malgré
les modifications chimiques apportées, ces strasture répondent pas aux exigences
pharmacologiques requises pour des tests cliniques.

C’est pourquoi les recherches actuelles sur litiloilb des protéines anti-apoptotiques
s’orientent vers le développement de petites moddcwjui permettraient de pallier les
problémes de stabilité et de pénétration celluldé® composés de nature peptidique.

[11.3. Inhibiteurs non peptidiques

Cette catégorie regroupe la plupart des inhibstelgr protéines anti-apoptotiques de la
famille des Bcl-2 connus a ce jour. Nous en pré&ens ci-dessous les principaux en
terminant par les mimes d’hélices qui correspondartoncept sur lequel est basé le projet de

recherche sur lequel j'ai travaillé.
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Il.3.a. HA 14-1

Le premier ligand non peptidique de protéines-aptiptotiques Bcl-2 a été découvert
en 2000 par criblage virtuel de 190 000 composés.c@mposé nommé HA14-1 est un
inhibiteur modéré puisqu'il dissocie le complexe&kBH3/Bcl-2 avec unéCsode9 pM
Il restaure I'apoptose dans de nombreux cancessdeé les lymphomes, glioblastomes,

neuroblastomes ou cancer du c8fon

Mais la faible stabilité en solution de HA14-1 cammpet son utilisation en milieu
biologique*? Afin de pallier cet inconvénient, Tian at. ont synthétisé un analogue de
HA14-1, le sHA 14-1 qui s’est avére 96 fois pluasbée que le HA14-1 {b > 24h contre 15
min).

Br

HA 14-1 sHA 14-1

Figure 121 : Structures du HA 14-1 et du sHA 14-1.

Cet analogue présente par ailleurs une cytotoxstitélaire a celle de HA14-1 et déplace le
peptide Bak BH3 de Bcl-2 ou Bcl-xde facon plus marquée que HA14-1 comme l'ont

démontreé des expériences de polarisation de floeneg (Figure 122).

EEHA 14-1

0.00 11100 33300 1000.00
Concentration (M) Concentration (M)

Figure 122 : Expériences de FP mesurant la compétition de fixation entre HA 14-1 ou sHA 14-1 et le peptide
Bak BH3. (D’apreés Tian et al.m). Une diminution de la fluorescence de polarisation se traduit par une plus
grande affinité de complexation

8 M.H. Kang, C.P. Reynold€lin. Cancer Res2009 15, 1126-1132.

113.-L. Wang, D. Liu, Z.-J. Zhang, S. Shan, X. H&nM. Srinivasula, C. M. Croce, E. S. Alnemri, Zuahg,
Proc. Natl. Acad. Sci. USR00Q 97, 7124-7129.

12D, Tian, S. G. Das, J. M. Doshi, J. Peng, J. OnXing, Cancer Lett.2008 259, 198-208.
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[11.3.b. Famille des BH3I

Aprés criblage d’une bibliothéque de 16 320 comppBégterev eal.**® ont retenu
sept composés comme inhibiteurs de linteractiok B&l3/Bcl-x.. Ces molécules ont été

classées en deux familles : des thiazolidines (BH&t des benzamides (BH3I-2).

Des études de polarisation de fluorescence ontrénopie ces composés avaient une affinité
modérée pour Bclx de I'ordre dumicromolaire. Les constantes d’inhibition relatives a la
dissociation du complexe Bak BH3/Bal-&insi que la structure de représentants de ldl&ami

BH3I sont répertoriées en Figure 123.

N Composé BH3I-1| BH3I-1'| BH3I-1"
>=S X Br Cl H
= S
KiBcl-x, (uM) | 2.4 3,6 12,5
A) \ BH3I-1
Cl
O\s\ Composé BH3I-2| BH3I-2'| BH3I-2"
z oH © Y Cl Cl [
HN Z Br | |
KiBcl-x, (uM) | 4,1 3,3 6,4
o BH3I-2

B) v

Figure 123 : Structure et constantes d’affinité K;(Bcl-x,) des composés BH3I-1 (A) et BH3I-2 (B).

|.** ont développé une méthode de modélisation moléeutermettant de

Lugovskoy eta
prédire les activités inhibitrices des BH3I sur &cl lls ont aussi démontré la concordance
des prédictions avec les résultats expérimentaette @éthode appliquée a des analogues des
BH3I issus d’'une bibliotheque de composés a condulidentification de BH3I-1SCEl

(Figure 124) comme nouvel inhibiteur de B¢lavec urK; de8,5uM.

13 A, Degterev, A. Lugovskoy, M. Cardone, B. Mullgg, Wagner, T. Mitchinson, J. Yuahat. Cell Biol,
2001 3, 173-182.

14 A A. Lugovskoy, A. |. Degterev, A. F. Fahmy, Fhali, J. D. Gross, J. Yuan, G. WagnkrAm. Chem. Sac
2002 124, 1234-1240.
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HOOC,

Figure 124 : Structure du BH3I-1SCH;,

[1l.3.c. NSC 365400

Dans le but de découvrir de nouvelles classes ititgurs de I'interaction entre le
domaine BH3 des protéines pro-apoptotiques et Bék-Zyroupe de Wang a entrepris le
criblage virtuel de composés issus de la banquaalécules de I'Institut National du Cancer
américaif™®. Le composé le plus actif identifié lors de cesaux, NSC 365400, posséde une
IC50 de 7 uM pour Bcl-x (déterminée par RMN). De plus, ce composé inheberbissance

cellulaire de la lignée HL-60 (leucémie myéloide@¢@unelCsoded uM.

ON
RO AEA® -
+=|N+ NO

T
o o

Figure 125 : Structure du NSC 365400.

[11.3.d. Chélérythrine

La chélérythrine, identifiée par criblage haut détiune bibliotheque de produits
naturels, inhibe la complexation de Bak BH3/Bclawec undCso de 1,5uM. En outre, cet
alcaloide inhibe Bcl-2 et rétablit I'apoptose chez cellules du neuroblastome humain de la
lignée SH-SY5Y surexprimant Bclet résistantes & la staurosporine et a I'étopbSide

151 J. Enyedy, Y. Ling, K. Nacro, Y. Tomita, X. WM, Cao, R. Guo, B. Li, X. Zhu, Y. Huang, Y.-Q. LgrP.
P. Roller, D. Yang, S. Wang, Med. Chem?2001, 44, 4313-4324.

165 .L. Chan, M. C. Lee, K. O. Tan, L.-K. Yang, A. %. Lee, H. Flotow, N. Y. Fu, M. S. Butler, D. D.
Soejarto, A. D. Buss, V. C. YU, Biol. Chem 2003 278, 20453-20456.
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Figure 126 : Structure de la chélérythrine.

[11.3.e. Antimycine A

L’antimycine A a été identifiée comme inhibiteur lderespiration mitochondriale. Sa
capacité a induire I'apoptose a motivé des simutatid’arrimage sur Bcl-2 et Bcl-XAinsi, il
a eté montré que I'antimycine A3 (Figure 127), wmalague de I'antimycine A, se fixe au
niveau du sillon hydrophobe de Bcl-2 et dissodetérodimére Bak BH3/Bcl-2 avec p
de 0,82uM*™’. De plus, ce composé présente des activités alitipatives sur des cellules
hépatiques surexprimant Bcl-2 et Begl-xqui sont résistantes a d'autres agents

anticancéreuX®

Sy o~ °
Q f\l H N
H/\H N \H/N-..I\ _/]\
OH O o/ “o—, 9 J
ks -fl\/ ——
o

Figure 127 : Structure de I'antimycine A3.

111.3.f. Polyphénols

L’étude par des techniques de RMN, de polarisatierfluorescence et d’arrimage
virtuel de la fixation a Bcl-x de divers polyphénols issus de thé vert ou nopemmis
d’identifier les dérivés d’épigallocatéchine comiigands de Bcl-x avec desK; d’ordre

nanomolaire. Le plus actif (ECG) est représenté en Figure K28¢l-x.) = 120 nM)**°.

17K, M. Kim, C. D. Giedt, G. Basanez, J. W. O’Neill, J. Hill, Y. H. Han, S.-P. Tzung, J. Zimmerbebg,M.
Hockenbery, K. Y. J. Zhan@®iochemistry2001, 40, 4911-4922.

183 Shangary, D. E. Johnsdreukemia2003 17, 1470-1481.

H19M. Leone, D. Zhai, S. Sareth, S. Kitada, J. C.dR&& PellecchiaCancer Res2003 63, 8118-8121.
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OH

OH OH

Figure 128 : Structure de I'ECG.

Par ailleurs, certains polyphénols présentent égaté une activité nanomolaire sur Bcl-2.

[11.3.9. Méiogynine A

La synthése de différents isomeres de la méiogyAingesquiterpéne connu comme
inhibiteur de l'interaction Bak/Bclx(ICso = 10,7 uM), a permis d’accéder a des analogues
possédant une affinité supérieure pour BclAinsi, un des isoméres de la méiogynine A
représenté en Figure 129 possédeligde2,9uM sur Bel-x *2°

H ot

Meiogynine A 3

Figure 129 : Structure de la méiogynine A et de 3, son isomére le plus actif sur Bcl-x,.

[11.3.h. Dérivés de 8-oxo48-acénaphtho[l,Plpyrrole-9-carbonitrile

Récemment, Zhang at. *** ont identifié le composé (Figure 131) comme inhibiteur
nanomolaire de Bcl-2 et de Mcl-1.

L’étude des différences structurales entre Bcl-2Met-1 par modélisation moléculaire a

permis de montrer que le domaine BH3 de ces dentéipes se différencie au niveau d’'une

120D, Fomekong Fotsop, F. Roussi, A. Leverrier, AetBché, F. Guérittd, Org. Chem 201Q 75, 7412-7415.
1217 Zhang, G. Wu, F. Xie, T. Song, X. ChadgMed. Chem 2011, 54, 1101-1105.
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poche hydrophobe appelée p2. En effet cette pasthaes étroite et plus profonde chez Mcl-

1 que chez Bcl-2.

L’arrimage virtuel de4 dans Bcl-2 et Mcl-1 a montré que la poche p2 @edupée par la

partie thiomorpholine (Figure 130). L'étude de tielas structure-activité entreprise par la

suite sur cette famille de composés a permis I'aecedérivé plus spécifique de Mcl-1 avec

unelCso de5 nM (Figure 131).

o]

N/ W
() ()
OIR®

/ N\
S

N S 4
L :
NH,
5

Figure 131 : Valeurs d’ICs, des composés 4 et 5 sur Mcl-1 et Bcl-2.

[11.3.i. Dérivés de guinazoline-2H)-thione

Apres criblage virtuel d’une bibliotheque de 77 pasés, Feng el

Composé| 1Gy/Mcl-1 (nM) | IC 5¢/Bcl-2 (nM)
35 285
5 302
1.%% ont identifié

le dérivé 6 comme inhibiteur de Bclyx avec unelCso de 3,4 uM. L'étude de relations

structure-activité effectuée a partir de ce compgrmis l'accés a plusieurs dérivés dont

certains possedent des activités intéressantéctur, Mcl-1 et Bcl-2 (Figure 132).

122y Feng, X. Ding, T. Chen, L. Chen, F. Liu, X. J¥ Luo, X. Shen, K. Chen, H. Jiang, H. Wang, H,D.

Liu, J. Med. Chem?201Q 53, 3465-3479.
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Ry
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Composé R R, IC5¢/Bcl-x, (uM) | ICs¢/Mcl-1 (uM) | IC 5¢/Bcl-2 (uM)
6 3,4 6,4 3,1
O/\COOH
7 L/ 3 8,6 3.2
8 | Vi 19 nd nd

Figure 132 : Valeurs d’ICs, déterminées sur Bcl-x,, Mcl-1 et Bcl-2 pour les composés 6,7 et 8.

[11.3.{. Pyrimidinylpipérazines

Des études d’arrimage moléculaire sur Bclent permis & Shallal etl.*** de dégager une
structure générale de pyrimidinylpipérazine commentpale départ pour la synthese
d’inhibiteurs potentiels de Bcl:x Parmi les dérivés préparés, le comp8seprésenté en

Figure 133 présente la meilleure affinité vis-a-@e¢ Bcl-x (Ki = 127 nM).
N /N\NH
/ \ N N —
—/

9

Figure 133 : Structure du dérivé de pyrimidinylpipérazine le plus actif sur Bcl-x,.

I11.3.k. Gossypol et ses dérivés

Le premier inhibiteur de protéines anti-apoptotgde la famille des Bcl-2 a entrer en

phase clinique est le gossypol (Figure 134). Eixttas graines et des racines de coton, le

124, M. Shallal, J. S. Faridi, W. A. RusdBiporg. Med., Chem2011, 21, 1325-1328.
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gossypol a été éetudié originellement pour ses s contraceptives. La forme racémique
de ce produit naturel présente des activités itriibs encourageantes vis-a-vis des protéines
anti-apoptotiques puisqu’il déplace un peptide Bté3Bcl-x avec undCsyde0,5pM %

Figure 134 : Structure du Gossypol.

Par ailleurs, les capacités de chaque énantiomegoskypol a inhiber les protéines de la
famille des Bcl-2 ont également été évaluées. Levéléévogyre se lie a Bcl-2, Bcl-xet
Mcl-1 avec de meilleures affiniték;((Bcl-2) = 320 nM, K; (Bcl-x,) =480 nM, K; (Mcl-1) =
180 nM) que le dextrogyré®. Actuellement, le (-)-gossypol (AT-101) est en shdll
d’essais cliniques sur les leucémies lymphocytigueeniques et le cancer de la prostate, en

combinaison avec d’autres agents anti-cancéf@ux

Bien que le gossypol soit en essai clinique, uriacemombre d’effets secondaires sont
attribués a la réactivité de ses fonctions aldéhiis études d’arrimage virtuel on montré
gue ces deux fonctions n’étaient pas essentiell@g&raction avec les protéines de la famille
Bcl-2. Ainsi, I'apogossypol, son analogue déformyéété synthétisé (Figure 135). Ce
composé posséde une affinité de I'ordrendigromolaire pour Bcl-2, Bel-x et Mcl-1*".

L’apogossypol présente en outre une toxicité menddt de meilleures propriétés

pharmacocinétiques en comparaison du gossypol.

Par la suite, Wei al.*?® guidés par des expériences de modélisation maiéeet de RMN,

ont synthétisé une bibliotheque de dérivés de fapsypol diversement substitués en 5 et 5'.

1243, Kitada, M. Leone, S. Sareth, D. Zhai, J.C. RédPellecchia,). Med. Chem 2003 46, 4269-4264.

125 G, wang, Z. Nikolovska-Coleska, C.-Y. Yang, R. Wa6. Tang, J. Guo, S. Shangary, S. Qiu, W. Gao, D.
Yang, J. Meagher, J. Stuckey, K. Krajewski, S. gjdn P. Roller, H. O. Abaan, Y. Tomita, S. WadgMed.
Chem, 2006 49, 6139-6142.

126 A.'S. Azmi, Z. Wang, P. A. Philip, R. M. Mohammadgl,H. SarkarExpert Opin. Emerging Drug011, 16,
59-70.

1273, Wei, S. Kitada, M. F. Rega, J. L. StebbinsZbai, J. Cellitti, H. Yuan, A. Emdadi, R. Dahl, Zhang, L.
Yang, J. C. Reed, M. Pellecchia,Med. Chem2009 52, 4511-4523.

128 3. Wei, S. Kitada, M. F. Rega, A. Emdadi, H. YuangCellitti, J.L. Stebbins, D. Zhai, J. Sun, L.ngaR.
Dahl, Z. Zhang, B. Wu, S. Wang, T.A. Reed, N. Laveg, S. Sebti, J. C. Reed, M. Pelleccha|. Cancer
Ther,, 2009 8, 904-913.
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Parmi eux, le composé BI79D10 s’est révélé étpus intéressant (Figure 135). En effet, il
inhibe Bcl-2, Bcl-x et Mcl-1 avec des valeursl@'so de360, 190 et520nM respectivement.
De plus, son action cytotoxique sur plusieurs legéellulaires cancéreuses avec des valeurs

submicromolaires a été démontrée.

Mais l'intérét suscité par ce composé quant au dafficacitéin vitro etin vivo comparé a
'apogossypol est a nuancer: il présente une itéxigastrointestinale chez la souris

probablement attribuable a ses fonctions cétone.

Sur ces considérations, le groupe de Wei a puldg rdsultats concernant la synthese de
nouveaux composeés substitués en 5 et 5’ par depa@rants amides et alkyles. Le composé
BI-97C1**°!?7 (Figure 135) posséde des propriétés antiproliféstintéressantes sur des
lignées cellulaires du cancer de la prostate, dumpm et du lymphome a cellule B. De plus,
il est un meilleur antagoniste de Bgl-Bcl-2, Mcl-1 que 'apogossypolGso = 0,31; 0,32;

et 0,20uM respectivement) et cible également la protéineaguptotique Bfl-1 avec une
bonne affinité KCso = 0,62 uM). Il représente a ce jour le meilleur candidateptiel pour

poursuivre les essais cliniques.

Gossypol: Ry = CHO, R =iPr
Apogossypol: R, = H, R, =iPr BI-97C1
BI79D10: R, = H, R = COCHPh

Figure 135 : Structure des dérivés du gossypol.

Plus réecemment, Wei etal. ont décrit la synthése et [|'évaluation biologique
d’apogossypolones, dérivés oxydés de I'apogos$¥poCes composés présentent une
cytotoxicité similaire a celle du gossypol sur jpduss lignées cellulaires cancéreuses et
inhibent les protéines anti-apoptotiques Bgl&cl-2, Mcl-1 et Bfl-1 avec dekC 5 allant du

nano- a quelquesnicromolaires (Figure 136).

1273, Wei, S. Kitada, M. F. Rega, J. L. Stebbins, BaizJ. Cellitti, H. Yuan, A. Emdadi, R. Dahl, Zhang, L.
Yang, J. C. Reed, M. Pellecchia,Med. Chem2009 52, 4511-4523.

1293, Wei, J.L. Stebbins, S. Kitada, R. Dash, W. Bc M.F. Rega, B. Wu, J. Cellitti, D. Zhai, L. YarR.
Dahl, P.B. Fisher, J.C. Reed, M. Pellecciidyled. Chem201Q 53, 4166-4176.

130 3. Wei, S. Kitada, J. L. Stebbins, W. Placzekzbai, B. Wu, M. F. Rega, Z. Zhang, J. Cellitti, Yang, R.
Dahl, J. C. Reed, M. Pellecchih,Med. Chem201Q 53, 8000-8011.
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Composé IGyBcl-x_ | IC5¢/Bcl-2 | IC5¢/Mcl-1 | ICgy/BIf-1
(M) (rM) (rM) (rM)

Apogossypolone 0,63 0,37 0,54 2,17

10 0,34 0,22 0,35 0,69

11 0,32 0,23 0,47 0,71

Gossypolone R, = CHO, R =iPr
Apogossypolone Ry =H, R, =iPr

10 : Ry =H, R = COCHPh

11: Ry = H, R = CONHCHCH(CHs)Ph

Figure 136 : Activités inhibitrices de dérivés de gossypolone sur Bcl-x,, Bcl-2, Mcl-1 et Bfl-1.

En prenant comme point de départ la modélisatiofr)dgossypol dans le site actif de Bcl-2,
Wang etal. ont mis en place un modeéele d’arrimage virtuelBlmm BH3 dans le site de

fixation de Bcl-2 pour la conception de nouveaukibiteurs. Ceci a permis d’accéder au
composé TW-37, meilleur représentant de cette nleuetasse d’inhibiteurs qui se lie de

facon plus marquée avec Bcl-2 que le (-)-gossyigot 290 nM)**°(Figure 137).

OH

© I

Figure 137 : Structure du TW-37.

Des études de relation structure-activité ont carlla synthése des dérivés de pyrog=iol
(Figure 138). Ainsi, le dérivé TM-1206 présente desivités large spectre, d’ordre sub-
micromolaire vis-a-vis des protéines anti-apoptatig Bcl-2, Bel-x et Mcl-1 K (Bcl-2) =
110 nM, K; (Bcl-x ) = 638 nM, K; (Mcl-1) =150 nM). Mais le composé le plus actif est un
acylpyrogallol (TM-179) qui inhibe Mcl-1 avec U de 37 nM et Bcl-2 avec unelCsg de
170 nM (Figure 138). Ce composé inhibe également la @oiss cellulaire des lignées
MDA-MB-231 (cancer du sein) et PC-3 (cancer derlastate) (Cso = 120 nM et 260 nM

respectivementy?

125 G, Wang, Z. Nikolovska-Coleska, C.-Y. Yang, R. Wa6. Tang, J. Guo, S. Shangary, S. Qiu, W. Gao, D.
Yang, J. Meagher, J. Stuckey, K. Krajewski, S. djd. P. Roller, H. O. Abaan, Y. Tomita, S. WadgMed.
Chem, 2006 49, 6139-6142.

131 G. Tang, C.-Y. Yang, Z. Nikolovska-Coleska, J. G8o Qiu, R. Wang, W. Gao, G. Wang, J. Stuckey, K.
Krajewski, S. Jiang, P. P. Roller, S. WadgMed. Chem 2007, 50, 1723-1726.

132G. Tang, Z. Nikolovska-Coleska, S. Qiu, C.-Y. YadgGuo, S. Wang, Med. Chem 2008 51, 717-720.
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Figure 138 : Structures du TM-1206 et du TM-179.

[11.3.1. Obatoclax (GX015-070)

Ce dérivé indolique développé par Gemin X Biotesthugture représentée en Figure 139) est
un inhibiteur de protéines anti-apoptotiques lasgectre puisqu’il inhibe Bcl-2K{ = 220
nM) ainsi que Bcl-x, Bcl-w et Mcl-1 avec des affinités relativement bes, de I'ordre de
0,5uM®,

Actuellement, le composé est en phase | d’essaig|ues en ce qui concerne les leucémies

lymphocytaires chroniques et le cancer du poumaotoernbinaison avec le docétaxel.

En outre, des essais précliniques ont demontrgttdaxicité intrinseque du composé et son
réle dans l'augmentation de I'action anticancéredse bortézomib contre le myélome

humairt2,

Figure 139 : Structure de I'obatoclax.

[11.3.m. ABT-737 et ses dérivés

Ce composé congu par les laboratoires Abott inhilee dedC s inférieures al nM
Bcl-2, Bcl-x_ et Bcl-w, ce qui en fait le dérivé le plus acti€é jour. Cependant, 'ABT-737
ne cible pas Mcl-1, ce qui réduit considérablemsont champ d’action en tant qu’'unique
agent thérapeutique pour les lignées cellulairesdr@uses ou Mcl-1 est surexprimée. Son
utilisation peut cependant étre envisagée dansalternent de tumeurs dont les cellules

8 M.H. Kang, C.P. Reynold€lin. Cancer Res2009 15, 1126-1132.
1335, Trudel, Z. Hua Li, J. Rauw, R. E. TiedemannYXWen, A. K. StewartBlood, 2007, 109, 5430-5438.
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présenteraient un taux faible de protéines Mcl-Eowombinaison avec d’autres inhibiteurs
de Mcl-1***

La structure cristalline de 'ABT-737 en complexea Bcl-x a montré que I'affinité avec la
cible était due, entre autres, a I'ancrage desgsachloro-biphényle et thiophényle dans des
poches (p2 et p4) du sillon hydrophobe de B&B(Figure 140A).

B)

Figure 140 : A) Structure et représentation de ’ABT-737 complexé a Bcl-x, . B) Structure de ’ABT-263.

(D’aprés Lee et al.’®).

Afin d’améliorer les propriétém vivo, une forme administrable par voie orale, 'ABT-263
été synthétisée. Ce composé se lie aux protéirieaoptotiques Bcl-2, Bclixet Bel-w avec
desK; subnanomolaires Des essais cliniques sont en cours (phase 1) agecomposé et
concernent les leucémies lymphocytaires chronigedgmphome et le cancer du poumon a
petite cellulé®® (Figure 140B).

Récemment, une nouvelle série de composés derydsABT-737 comportant un motif
guinazoline a été synthétisée. Quelques reprégsmah montré une activité proche de celle
du chef de file sur Bcl.xet Bcl-2. Par exemple, le compo%g représenté en Figure 141
inhibe Bcl-x et Bcl-2 avec de$Cso de 7 et 9 nM respectivement. Cependant, tous ces
analogues présentent une affinité vis-a-vis devBahoins bonnes que 'ABT-737 et aucune

interaction avec Mcl-1 n’a pu étre not&e

134 Zhang, L. Ming, J. YuDrug Resist. Update2007, 10, 207-217.

135 E.F. Lee, P.E. Czabotar, B.J. Smith, K. Deshalegobel, P.M. Colman, W.D. FairliCell Death Diff,
2007, 14, 1711-1719.

136 T Ni Chonghaile, A. LetaiDncogeng2009 27, S149-S157.

137B. E. Sleebs, P. E. Czabotar, W. J. FairbrotherDWFairlie, J. A. Flygare, D. C. S. Huang, WAJKersten,
M. F. T. Koehler, G. Lessene, K. Lowes, J. P. BariB. J. Smith, M. L. Smith, A.J. Souers, |. Pre8t, H.
Yang, J. B. BaellJ. Med. Chem?2011, 54, 1914-1926.
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Figure 141 : Dérivé de quinazoline le plus actif sur Bcl-2 et Bcl-x,.

Comme mentionné dans l'introduction de ce chaitrgsacré aux principaux inhibiteurs des
protéines anti-apoptotiques de la famille des Badézrits dans la littérature, nous allons

conclure sur les inhibiteurs non peptidiques midibélices alpha.

En effet, I'étude du complexe Bak/Bcl-xéveéle que les interactions protéine/protéine snise
en jeu s'établissent majoritairement par le biggjdatre résidus hydrophobes du peptide Bak
en position (Val™®), i+4 (Leu®), i+7 (1I¥)) eti+11 (II€®°) se projetant sur une face de I'hélice
a du peptide dans le sillon hydrophobe des protésmgsapoptotiques. Des oligomeres
adoptant une structuration hélicoidale pourraiencdmwtentiellement mimer le domaine BH3

des ligands naturels des protéines anti-apoptatique

[11.3.n. Terphényles

Des dérivés de terphényle substitués par des gnoeits alkyles ou des arylalkyles
constituent la premiere famille de composés nonigigpes, mimes d’hélices décrits dans
la littérature. Ces composés adoptent une conftsmatécalée permettant de mimer la
position des substituants hydrophobes de Bax oBattequi jouent un réle essentiel dans la
formation de I'hétérodimere. Comme le montre laurégl42 (A et B), I'arrangement dans
'espace des substituants, R, et Ry est en accord avec la distribution spatiale de&lué
Val™, Leu'® et II€"* du peptide Bak BHS®.

1380, Kutzki, H. S. Park, J. T. Ernst, B. P. Orner\ih, A. D. Hamilton,J. Am. Chem. Sq2002 124, 11838-
11839.
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Figure 142 : A) Structure RMN du domaine BH3 de Bak. B) Structure générale des dérivés de terphényle. C)
Structure du composé 13. (D’apres Yin et al. 139).

Ces mimes d’hélices provoquent effectivement la dissociation du com@lBak BH3/Bcl-
XL. Parmi les dérivés étudiés, le compd&pour lequel R = Rs = isobutyle, R = 1-
naphtaléneméthylene présente la meilleure affinge-vis de Bcl-x avec unKp égal all4
nM*® (Figure 142 C).

Cependant, la solubilité limitée de ces composés de@au constitue une entrave a leur
utilisation in vivo. Afin de contourner ce probleme, des travaux igdtés ont consisté a

remplacer le squelette benzénique par des cyctésdagéomatiques.

[11.3.0. Téréphtalamides

L’introduction de groupements carboxamides a perdésigmenter la polarité des
édifices. De plus, une liaison hydrogene intramdaifice entre le —NH de l'amide et
I'oxygéne de l'alkoxy confere une contrainte confiationelle supplémentaire a I'édifice et
influence la position du groupement alkylg (Rigure 143 A). Ces caractéristiques permettent
aux téréphtalamides d’étre considérés comme degsndinélices orientant les substituants
R:-Rs du méme c6té qu’une héliogFigure 143 BY*.

139°H. Yin, G.-in Lee, K. A. Sedey, J. M. Rodriguez-8. Wang, S. M. Sebti, A. D. Hamiltod, Am. Chem.
Soc, 2005 127, 5463-5468.
10H. Yin, A. D. Hamilton,Bioorg. Med. Chem. Let2004 14, 1375-1379.
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Figure 143 : A) Structure générale des téréphtalamides. B) Superposition du téréphtalamide avec une hélice

a. C) Structure du composé 14. (D’aprés Yin et al™®).

L'étude de leur capacité a inhiber les interactipraéine/protéine de la famille des Bcl-2 a
conduit a l'identification du composé le plus add cette série, a savoir le dérid# pour
lequel R = R, = Ry = iPr , R = iBu (Figure 143 C) avec uK; de 0,78 uM vis-a-vis de
Bak/Bcl-x..

[11.3.p. Biphenyl 4,4’-dicarboxamides

Le groupe d’Hamilton a développé une nouvelle s€aatagonistes de Bcla partir
de la série téréphtalamide qui miment non plus tneais quatre résidus en positioint4, i+7
eti+11 d’'une hélicer. Le but est d'augmenter la surface d’interactiotreela protéine Bclx
et linhibiteur et ainsi accroitre [laffinité aved¢a cible. Parmi les biphenyl 4,4'-
dicarboxamides étudiés5 est le plus actif (R= R* = R =iBu, R = iPr, R = 1-naphtyl,
Figure 144) et inhibe Bclpxavec urk; del,8pM**:

Figure 144 : Structure de 15. (D’aprés Cummings et al*®?)

1413, M. Rodriguez, L. Nevola, N. T. Ross, G.-in LAeD. Hamilton,ChemBioChen2009 10, 829-833.
142¢. G. Cummings, A. D. HamiltoGurr. Opin. Chem. Bio} 201Q 14, 341-346.
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111.3.q. Oligopyridines carboxamides

Ernst etal.**® ont identifié le squelette d’oligopyridine commeinme peptidique

présentant une bonne affinité pour Bcl-x

La stabilité de I'édifice est renforcée par I'éiabément d’'un réseau de liaisons hydrogene
entre les atomes d’azote du cycle pyridine, les -e¢Bl amides et les atomes d’oxygene des
groupements alkoxy portés par chague motif pyrid@eci permet la projection des groupes
fonctionnels R, R? et R d’'une maniére analogue & celle des résidus et eti+7 d’'une

hélicea.

Les trispyridilamides provoquent une inhibitiomcromolaire de linteraction Bak BH3/Bcl-

XL. Le dérivé le plus actifig, Ki = 1,6 uM) est représenté en Figure 145.
|
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0.0
A
o N
R, o s
K . ©/\ HN o
¢
-.N -

2 I
Sy |

Ny
\H’Nhfﬁ ©/\ HN o
"
" Q /5
q SN
'H_.NH o
A) B) Lk

Figure 145 : A) Structure générale des oligopyridines carboxamides. B) Structure de 16.

[11.3.r. Benzoylurées

Alors qu’un allongement du nombre de motifs enesphiényle est difficile a mettre en
ceuvre sur le plan synthétigue et conduirait a digornéres tres hydrophobes, les
benzoylurées, alternant un noyau benzénique etatif acylurée, apparaissent comme une

alternative attractive pour la conception de nouxeaimes d’hélice$* (Figure 146).

1433, T. Ernst, J. Becerril, H. S. Park, H. Yin, A. amilton,Angew. Chem. Int. E2003 42, 535-539.
144 3. M. Rodriguez, A. D. Hamiltofingew. Chem. Int. ECR007, 46, 8614-8617.
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Figure 146 : A) Comparaison des structures de terphényles et de benzoylurées. B) Dérivé de benzoylurée le
plus actif sur Bcl-x,.

Ces composés se lient & Bel-avec de; de I'ordre du micromolaifé®. Le composé qui
inhibe le plus fortement I'interaction Bak/Bcl-rst le dérivdl7 (K; = 2,4uM, Figure 146 B),
isostere du composé terphény(Figure 142, page 137).

[11.3.s. Dérivés de bi- et terquinoléines

A limage des molécules développées par Hamilites dérivés de bi- et
terquinoléines adoptent une structure hélicoidalenteragissent avec les protéines anti-
apoptotiques de la famille des Bcl-2. Congues harktoire, ces structures inhibent de I'ordre
du micromolaire les interactions entre la proténé-apoptotique Bcl-xet les peptides Bak,
Bax et Bid“®

Le composé le plus actif est représenté en Figdire Qe trimere inhibe les interactions entre
Bcl-x /Bak, Bcl-x /Bax et Bcl-x/Bid avec des$C s de25, 26 et27 uM respectivement.

Par ailleurs, ce composé a aussi été testé surrebayrotéines anti-apoptotiques sur
lesquelles il présente une activité moindre par odp@ Bcl-x puisqu’il dissocie les
complexes Bax BH3/Bcl-2, Bax BH3/Bfl-1 et Bax BH3XML avec dedCs respectives de
43,68 et45,5uM.

1453, M. Rodriguez, N. T. Ross, W. P. Katt, D. DHauj-in Lee, A. D. HamiltonChemMedChen2009 4, 649-
656.

1463 Broch, H. Hénon, A.-L. Debaud, M.-L. Fogeron,Bonnefoy-Bérard, F. Anizon, P. Morediporg. Med.
Chem, 201Q 18, 7132-7143.
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Figure 147 : Dérivé de quinoléine le plus actif sur Bcl-x,.
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| V. CONCLUSION

La surexpression des protéines anti-apoptotiqaes dle nombreux cancers et leur
implication dans les phénomenes de résistancearengents de chimiothérapie ont motivé
l'intérét de la communauté scientifiqgue pour le @léppement de stratégies visant a rétablir
'apoptose dans les cellules cancéreuses.

L’étude du complexe Bak/Bclrxen 2004 a permis de mettre en évidence les iti@nac

mises en jeu dans la régulation de I'apoptose, ¢eacuuvert la voie vers la conception
rationnelle d’inhibiteurs de protéines anti-apoigioes. Parmi les différentes classes
d’antagonistes des protéines anti-apoptotiques,ptittes molécules inhibitrices ont fait

I'objet d’une attention particuliere.

Afin d’apporter un intérét notable, les composésvelat, en plus d’avoir une activité
satisfaisante, cibler un spectre de protéinesapuptotiques le plus large possible. En effet,
dans de nombreux types de cancers, plusieurs pestanti-apoptotiques sont surexprimées.

Or, a ce jour, trop peu d'inhibiteurs remplissemnidtanément ces deux conditions.
L’inhibiteur le plus prometteur, ’ABT-737 actuefleent en phase |l d’essais cliniques inhibe
de maniere sélective les protéines Bcl-2, BcekBcl-w, mais il n’est pas actif sur Mcl-1, ce
qui compromet son utilisation comme agent simplkes kenjeux actuels concernent donc le
développement de molécules large spectre, ciblanpanel plus large de protéines anti-
apoptotiques avec de bonnes affinités. C’est pel&r gue nous nous sommes consacrés a la

conception de nouvelles molécules susceptibles d#isfare a ces exigences.
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|. INTRODUCTION

La seconde partie de mes travaux de thése a ésaaée a la synthése de composés

hétéroaromatiques, ligands potentiels des protéingsapoptotiques de la famille des Bcl-2.

Des travaux préliminaires réalisés au laboratoireSodBroch ont concerné la préparation de
trimeres de quinolones et de quinoléines, mimeeni@ls de la structure hélicoidale du

domaine BH3 des protéines pro-apoptotidtfel'” “*&Figure 148).

La substitution en position 5 de chaque motif glém® par des chaines alkyles a pour
objectif de mimer les groupements hydrophobes pgrét les chaines latérales des résidus
i+4 eti+11 du domaine BH3 des protéines pro-apoptoticlgands naturels des protéines
anti-apoptotiques.

iR=H, R =R"5Pr

ii R =iPr, R' =iBu, R" =secBu

ii R=H,R'=R"3Pr
R =Et, R =R;= Me
iv R =iPr, R' =iBu, R" =secBu
R = R= Rg=Me
VR=R=R"=H
R =R, =Rs=Me
Vi R=R'=R"=H
R =R, =Rg=Et

vii R=R'=R"=H
R =R,=Me, RR=Bu

Figure 148 : Premiers triméres de quinolones et de quinoléines préparés au laboratoire.

Les résultats des tests biologiques realisés sudéeivés de quinoléines et de quinolones
représentés en Figure 148 ont montré que les &Breubstitués en 2 par des chaines alkoxy
étaient de meilleurs modulateurs des interactionisedes protéines de la famille des Bcl-2

gue leurs analogues quinolones, ceci étant prolvanie d0 en partie a la différence de

1463, Broch, H. Hénon, A.-L. Debaud, M.-L. Fogeron,Bonnefoy-Bérard, F. Anizon, P. Mored&iporg. Med.
Chem, 201Q 18, 7132-7143.

1473, Broch, F. Anizon, P. Morea8ynthesis2008 2039.

8. Broch, B. Aboab, F. Anizon, P. Mored&yr. J. Med. Chem?201Q 45, 1657-1662.
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solubilité entre les deux familles de composés.dasx triméresii etiv les plus actifs sur la

protéine anti-apoptotique Bcl-sont représentés en Figure 149.

ICs¢ = 21pM Bid/Bel-x . ICso = 27pM Bid/Bcl-x .

Figure 149 : Dérivés les plus actifs sur Bcl-x,.

Mon travail a, dans un premier temps, consisté oifeét la série de triméres en série

alkoxyquinoléine afin de poursuivre I'étude de tielas structure-activité entreprise.

Afin de déterminer une éventuelle influence suctiaté biologique, nous avons introduit
deux ou trois groupements isopropyles en positiau :1oyau quinoléine, en faisant varier

leur position relative.

De plus, nous avons souhaité évaluer I'influencadengueur de la chaine alkyle en position
2, 2 et 2" sur l'activité biologiqgue de ces cong@s. C'est pourquoi les molécules
synthétisées comporteront des groupements éthopyopoxy en ces positions.

Les nouvelles structures cibles sont présenté&sgeme 150.

Figure 150 : Nouvelles cibles de synthése en série alkoxyquinoléine.

Afin de vérifier que ces composés constituent desbmimes du domaine BH3 des protéines
pro-apoptotiques, une étude de modélisation ma@eusera réalisée.
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D’un point de vue synthétique, les composés sgimpiarés selon la voie mise au point au
laboratoiré*®*® 'étape clé de cette stratégie est une réact®Buazuki-Miyaura entre un
acide quinoléine-3-boronique et une 7-bromoquimaéCette réaction conduit a la formation
de la liaison GC7. L’ortho-métallation puis la boration du dimere suivie d’'second
couplage de Suzuki avec un monomere bromé en @ositiconduit aux triméres attendus
(Figure 151).

m
Z
Br N OR'

R R i
12) |_D/;\3 PACL(PPR),
B(QiPr, B(OH), Na,CO; 2M
AN THF I THF
—_—
2°) NH,Cl sat. micro-ondes
N/ OR' N/ OR' 20 min, 65°C
R =H,iPr
R' = alkyle

THF

1°) LDA
B(QiPr);
2°) NH,Cl sat.

PAChL(PPh),
Na,CO, 2M
THF

B ———
micro-ondes
20 min, 65°C

Figure 151 : Voie d’accés aux terquinoléines.

Afin d’approfondir I'étude de relations structureti@ité, nous avons par ailleurs développé
une nouvelle série de diméres et de trimeres $ubsten position 2, 2’ et 2” par des chaines

alkoxy et/ou des groupements alkylamino (Figure)152

R, R, R" = HjPr
N Ry Ry, Ry, Ry = OEt, OPr, NRR,

Figure 152 : Cibles de syntheése en série alkoxy-alkylaminoquinoléine.

1463, Broch, H. Hénon, A.-L. Debaud, M.-L. Fogeron,Bonnefoy-Bérard, F. Anizon, P. Morediporg. Med.
Chem, 201Q 18, 7132-7143.
¥#S. Broch, B. Aboab, F. Anizon, P. Morediyr. J. Med. Chem201Q 45, 1657-1662.
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La premiére partie de ce chapitre sera tout d’alwanasacrée a I'étude de modélisation
moléculaire puis a la description des voies del®gde employées pour accéder aux Composés
de la série alkoxyquinoléine (Figure 150). Nousasgoons la synthése des monomeéres ainsi

gue les réactions de couplage nécessaires a ltadtades structures cibles.

Nous détaillerons dans une seconde partie les uxawedfectués sur la série alkoxy-

alkylaminoquinoléine  afin  d’accéder aux produits nafix (Figure 152).
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|l. SERIE ALKOXYQUINOLEINE

[1.1. Modélisation moléculaire

La capacité a mimer le domaine BH3 des protéinesapoptotiques est directement

liee a la structuration dans I'espace des ciblesydéhese présentées en introduction.

Ainsi, afin d'étudier la structure tridimensionreellde ces composés, des travaux de

modélisation moléculaire ont été réalisés au laboepar L. Nauton et V. Théls’.

Dans un premier temps, les biquinoléirigset 13 (synthése présentée page 156) ont été
utilisées comme modele afin d’effectuer une anaty@&ormationnelle autour de la liaison
C3-C7' (angle diedre® C4-C3-C7'-C8, méthode DFT/B3LYP/6-31G du prograenm
Gaussian03). Les résultats montrent une différetiéaergie de 12-13 kJ.miblentre les
conformations de plus haute et de plus basse éemgiqui indique une libre rotation autour
de la liaison C3-C7’ (Figure 153).

= e e
B o
I I |

-
N

E (kJ.mot)

— 12
13

o N B o ®
L

0 50 100 150 200 250 300 350

Angle diédred C4-C3-C7'-C8’

Figure 153 : Structure et analyse conformationnelle des composés 12 et 13.

Ces résultats peuvent étre extrapolés aux tercpiimed16 et 17 (synthese présentée page
156) indiquant une libre rotation autour des liags@3C7 et G-Cy» (angles diedre¥; et
¥,), (Figure 154).

Afin d’évaluer la capacité du trimefes a mimer la structure en hélice du peptide Bak (PDB
1BXL), un alignement de ces deux structures afététaé a I'aide du logiciel Sybylx1.3.

19E. Saugues, L. Nauton, V. Théry, F. Anizon, P. &uar,Bioorg. Chem 2011, 39, 143-150.
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Comme le montre la Figure 154, les substituanyzrdggayle du trimeérel6 se superposent bien

aux chaines hydophobes portés par les résidu$, Val/® et Il€”® en positioni, i +4 eti +11

de I'hélicea du peptide Bak.

Figure 154 : Superposition du peptide Bak avec 16.

Pour valider d'un point de vue théorique cette higpsé, la conformation du composé
obtenue par alignement avec le peptide Bak a éigcetpour modéliser par arrimage virtuel
les interactions du trimergé6 dans le site de fixation de Bcl-xAucune géne stérique ni

répulsion électronique n’ont alors été relevéekbatste lié au site de fixation de Bgl-x

De plus, la modélisation di6 dans le sillon hydrophobe de Bgl-a permis de mettre en
évidence les principales interactions mises en jeutrimere 16 se lie a Bcl-x via des
interactions hydrophobes entre les groupementsrapgle en 5, 5 et 5” des noyaux
quinoléines et les chaines latérales des résidu¥, Rleet*? Val'®, Leu™® val**, Ala'*?
Phée“® et Leut®? du site de fixation de BclexFigure 155).

Figure 155 : Modélisation du composé 16 dans le site de fixation de Bcl-x,.

Ces derniers résultats indiquent que les triméyashétisés constituent de bons candidats

pour l'inhibition des protéines anti-apoptotiques.
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I1.2. Synthese des monomeres

L’étape clé permettant le couplage entre les soitgésuquinoléines est une réaction de
Suzuki-Miyaura qui nécessite un acide boroniquenedérivé halogéné. La voie d’acces mise
au point par S. Broch permet le couplage entre aieaquinoléine-3-boronique et une 7-
bromoquinoléine. Les monoméres quinoléines sonttiéuds ou non par un groupement
isopropyle en position 5.

Pour faciliter la compréhension, nous avons class monomeres en plusieurs familles
(Figure 156) : les famillek etll qui regroupent des monomeres non substitués etiquoSi

et les familledll etlV, substituées en position 5 par un groupement opge:.

CE\/ERI m

=

N OR Br N/ OR
| Il

\ R \
P =
N OR Br N OR
Il v

R=EtouPr
R'=H ou B(OH)

Figure 156 : Monomeéres préparés en série alkoxy.

[1.2.a. Syntheése des monomeres | et Il

[1.2.a.i. Famille |

Les 2-éthoxy et 2-propoxyquinoléinBset 1 ont été préparées en une étape a partir de
la 2-chloroquinoléineA commercial&®® par réaction avec les alcoolates de sodium dans

I'alcool correspondant. Nous avons obtenu de bendaments de 83 et 96% respectivement

(Figure 157).
N e N
N/ y reflux N/ .
A

B R = Et, 83%
1R =Pr, 96%

Figure 157 : Synthése des composés B et 1.

1485 Broch, B. Aboab, F. Anizon, P. More&yr. J. Med. Chem201Q 45, 1657-1662.
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Ces composés ont été engagés dans une séqueniteiadi®ri-boration en position 3 du
noyau quinoléine pour aboutir aux acides boronigc@sespondant®’ et 1' selon une
procédure décrite par Fangadt*° (Figure 158).

1°) LDA

B(OiPr); B(OH),
THF -78°C A
2 ) NH,Cl sat. —

N OR

BR=Et B R=
1R=Pr 1R=Pr

Figure 158 : Syntheése des acides boroniques B’ et 1’.

L’ ortho-lithiation a été réalisée a I'aide de diisopropyidure de lithium (LDA). Dans un
second temps, la réaction avec du triisopropylieosatvie d’une hydrolyse permet de former
les acides boroniques. En raison de leur instaplits acides boroniques ont été engagés dans

la réaction de couplage de Suzuki, en exces etmaifgation.
[I.2.a.ii. Famille Il

L’accés aux monomeres substitués en position Tipatome de brome a été réalisé a
partir de la 7-bromoquinolon€ elle-méme préparée en 4 étapes a partir de |@dLR-

nitroaniline commerciafé’.

La chloration de la 7-bromoquinolor@ disponible au laboratoire par de I'oxychlorure de

phosphore a reflux conduit au comp@sévec un rendement de 91%.

Cet intermédiaire clé a permis d’introduire les oka alkoxy en position 2 du noyau
qguinoléine. Ainsi, en procédant de méme que pourdégparation des composBset 1, les

analogues bromds et2 ont été obtenus avec des rendements respeci#8 de93% (Figure

NH; POCk NaOR
4 etapes reﬂux ROH
R =919 A) reflux

E R = Et, 88%
2 R=Pr,93%

Figure 159 : Synthése des composés E et 2.

1473, Broch, F. Anizon, P. Morea8ynthesis2008 2039.
10y -Q. Fang, R. Karisch, M. Lautenk,Org. Chem.2007, 72, 1341-1346.
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[1.2.b. Synthése des monomeéres Il et IV

La synthése des monomeres substitués en posifian &n groupement isopropylé-(
10, Figure 162, pagel53) passe par une chloroguimmiéiermédiaireR ou S) obtenue en 6
étapes & partir de I'acide 3-aminobenzoique ou B@Sbromobenzoiqd& (Figure 160).

Aprés une estérification de la fonction acide demmposés commerciauk et G dans le
méthanol en présence de chlorure de thionyle, aylateon de I'amine par le chlorure dg){
3-éthoxyprop-2-&énoyle préparé selon une procédéceitd dans la littératutz' conduit aux
composeés]) et K. Une cyclisation de l'anilide dans l'acide sulfywe concentré permet
ensuite d’accéder aux quinolonestM. L'addition de bromure de méthylmagnésium sur la
fonction ester conduit a la formation de I'alcoeitiaire correspondant (compoggset O).
Enfin, la déshydratation de Il'alcool en présenceacidie para-toluénesulfonique dans le
toluene aboutit aux alcen®set Q avec un rendement global de 28% et 29% respeatinem

sur cinq étapes (Figure 160).

COOH COOMe COOCH3 COOMe
soch Eto 2so4
B ——
MeOH yrldlne
CH,CI
R NH, R e
FR=H H R=H, 100% J R=H, 79% L =H, 43%
G R=Br | R=Br, 94% K R=Br, 85% M = Br, 42%
CHzMgBr
THF
OH
R =H, POC}
reflux
X APTS X
= R = Br, SOCHDMF " owene
R N cl CHCI, reflux N °
reflux H
RR=H, 74%

SR=Br, 97% PR=H, 91% NR=H, 89%
) QR = Br, 89% OR=Br, 97%

Figure 160 : Voie d’acces aux dérivés R et S.

Par la suite, les 2-chloroquinoléinBset S ont été obtenues en appliquant des conditions
réactionnelles différentes : la quinoloRdraitée dans de I'oxychlorure de phosphore a reflux
conduit au compos avec un rendement de 74%, tandis que son analogoel) est traité

par du chlorure de thionyle et du DMF dans le diohinéthane a reflux pour obtenir le

composés avec un rendement de 97%. (Figure 160).

1463, Broch, H. Hénon, A.-L. Debaud, M.-L. Fogeron,Bonnefoy-Bérard, F. Anizon, P. Mored&iporg. Med.
Chem, 201Q 18, 7132-7143.
151F, zaragoza, H. Stephensen, B. Peschke, K. Rimdvaled. Chem 2005 48, 306-311.
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Comme pour la synthese des compoBesl, E et 2 (Figure 157 et Figure 159), les
alkoxyquinoléines substituées en position 5 pagnanpement propyléne ont été préparées en
présence de l'alcoolate correspondant, conduisant@mposés-6 (Figure 161).

NaOR'

ROH X
—_—
reflux
= =
R N cl R N OR'
RR=H 3R=H,R = Et, 94%
SR=Br 4R =H,R =Pr, 86%

5R =Br, R'= Et, 99%
6 R =Br, R'=Pr, 98%

Figure 161 : Préparation des composés 3-6.

Une hydrogénation catalytique de la double liaisiongroupement propylene en présence

d’'oxyde de platine a ensuite permis d’accéder anrameres/ a 10 avec des rendements
allant de 76 a 88% (Figure 152).

X H,/PtO, X
—_—

AcOEt

\

=

R N OR' R N OR'

= Et, 76%
=Pr, 76%
= Et, 86%
= Pr, 88%

2 © o~
o

DOV
o mnn

WWIT

R
R
R
R
Figure 162 : Préparation des composés 7-10.

Un article paru dan8ioorg. Med. Chemen 2009 nous a incités a améliorer la voie de
synthese utilisée jusqu’a présent. En effet, leigeode B. Joseph a rapporté la réduction de

I'alcool tertiaire du composé par un mélange NaBHFA'®? (réduction de Gribble) (Figure
163).

A vl e

/l\ )\ NaBH,, TFA
1°) CHMgBr, EL0 CH.Cl
NP 29) NH,CI Z S N N

N N 0°Cata. N N
Jgn > e I )
. N =~ \s \N = ~ N =

S N

T

Figure 163 : Exemple de déhydroxylation en présence de NaBH,/TFA. (D’aprés Popowycz et al.lsz).

152 F. Popowycz, C. Schneider, S. DeBonis, D. A. SksufF. Kozielski, C. M. Galmarini, B. JosegBiporg.
Med. Chem 2009 17, 3471-3478.
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Cette alternative nous permettrait de raccourcirvdée de synthése en évitant |'étape
d’hydrogénation. En effet, nous formerions le gement isopropyle en position 5 de la

quinoléine a partir du dérivé ou O sans passer par l'isopropényle (Figure 164).

OH
NaB!
AN ?F,:h AN POCH AN NaOR* X
/ /
R N c R N OR'

[0} R

Iz

N
H

H

Br

N R
OR

Figure 164 : Nouvelle voie de synthése envisagée a partir des composés N et O.

En appliguant au compo$é€les mémes conditions réactionnelles que Popowlyek,eous
avons identifié par RMNH le produitllissu de I'attaque du carbocation tertiaire parfid,
ainsi que le produit déliminatioR. Une purification par chromatographie sur colowuiee

silice n’a pas permis d’isoler les produits dedaation (Figure 165).

OCOCF;
OH
N NaBH, AN X
TFA .
CH,Cl,
N 0 0°Cata. m 0 ” o
H
N P

11

Figure 165 : Réduction de Gribble appliquée au composé N.

Cet essai s’étant révélé infructueux, nous avonsazeg les conditions initialement mises au
point au laboratoire.
Nous avons ensuite effectué la boration en posgides monoméreget8 selon le protocole

expérimental ayant conduit aux acides boronidtiest1’ (Figure 166).

1°) LDA
B(OiPr) B(OH),
X THF, -78 °C N
—_—
2°) NH,Cl sat. =
> .
N OR' N OR
7R =Et 7R=Et
8R'=Pr 8 R=Pr

Figure 166 : Synthése des acides boroniques 7’ et 8'.
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11.3. Synthese des dimeres et des trimeres par

couplage pallado-catalysé de Suzuki-Miyaura

Avec I'avenement des réactions catalysées au pattgda réaction de Suzuki-Miyaura
est devenue I'une des méthodes les plus efficetckes plus employées pour la formation de
liaisons C-C.

De maniere générale, elle met en jeu un acide mreret un dérivé halogéné aromatique ou
hétéromatique en présence d’'une base et d’'un satalpalladié selon le mécanisme présenté

en Figure 167.
L.Pd"

a

V. LPd° \b(atx

_pyll R 1
L,—Pd ) Ln—Pd!‘R

R X
“or
R’ c 1
L,—Pd' R
OR ¥

RZ,RW

I
via: Lm—Pq”-C‘)R
R?-B(OH),

Figure 167 : Mécanisme de la réaction de Suzuki-Miyaura. (Adapté de Slagt et al.**’)

Aprés une activation du catalyseur pour généresplee catalytique P (a), le cycle
démarre avec une addition oxydante de I'halogémliaeyle R-X sur le complexe de
palladium (0) k). Dans un second temps, une étape de transntiétaléevec I'organoborate
permet la formation d’'un complexe d’arylpalladiuih) ((¢) puis I'élimination réductrice

libére le produit formé et réegénere le catalysdufKigure 167).

Dans notre cas, nous pouvons ainsi former la %@’ entre les acides boroniques 1,

7', 8 et les monomeéeres bromé&s 2, 9 et 10 afin d’accéder aux dimeres de la famille

(Figure 168).
R R
N B(OH), AN
j—1 +
= =
OR' N OR' Br N OR'

B' R=H,R' = Et E R=H, R =Et

1' R=H,R'=Pr 2 R=H,R'=Pr

. v 7 R=iPr,R' = Et 9 R=iPr,R' = Et

R = H ouiPr 8 R=iPr,R'=Pr 10R =iPr,R'=Pr
R'=EtouPr

Figure 168 : Schéma rétrosynthétique de la formation des diméres de la famille V.

153V, F. Slagt, A. H. M. de Vries, J. G. de Vries,®. Kellogg, Org. Process Res. De201Q 14, 30-47.
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Afin d’effectuer ce couplage, nous avons utilis€CBPPh), comme catalyseur et NaO;
comme base dans un mélange THEJHLa réaction a été activée par irradiation mizgnoles.
La réaction de couplage entre les acides boronigBes 1, 7', 8 et les

alkoxybromogquinoléine8 et 10 a permis I'obtention de 4 dimeres avec des rendesvadlant
de 49 & 77% (Figure 169).

R
B(OH), PACL(PPh),
\ A N&CO; ag. 2M
+ _—
THF
N/ OR'  Br N/ OR' micro-ondes

20 min, 65 °C

12R =iPr, R' = Et, 77%
N or v 13R=iPr,R'=Pr,67%

B'R=HR'=Et 9 R'=Et 14R=H, R'=Et, 68%
I'R=H,R'=Pr 10R'=Pr 15R=H, R'=Pr, 49%
7'R=iPr,R' = Et
8 R =iPr,R'=Pr

Figure 169 : Préparation des dimeéres de la famille V.

Afin de préparer les triméres de quinoléines diamaille VI (Figure 170), nous avons reitéré
le protocole expérimental ayant conduit aux bigléimes. Ainsi, les dimére$2-15 ont été

engageés dans une séquence de lithiation-boratioposition 3'. Les acides boroniques

obtenus ont été utilisés sans purification et ecegxdans une réaction de Suzuki-Miyaura

avec les quinoléines broméEs?2, 9 et 10. Les trimeresl6-21 ont été obtenus avec de bons

rendements supérieurs a 50% (Figure 170).

1°) LDA
2°) B(GiPr)s
THF, -78 °C
3°) NH,Cl sat.
N OR" 12R=iPr, R'=Et, 77% :
13R =iPr, R' = Pr, 67% 12'R =iPr, R' = Et
A 14R=H, R =Et, 68% 13'R =iPr,R' = Pr
15R=H, R'=Pr, 49% 14' R=H,R =Pr

15" R=H,R'=Pr

N PdCL(PPh),
P Na,CO; aq. 2M
Br N~ SOR'

THF
E, 2,910 micro-ondes

OR'

16R =iPr, R' = Et, R" 3Pr, 68%
17 R =iPr, R' = Pr, R" #Pr, 50%
18R =H, R'= Et, R" 3Pr, 72%
Vi 19R =H, R'=Pr, R" #r, 93%
20R =iPr, R'= Et, R"=H, 68%
21R =iPr,R'=Pr, R"=H, 70%

Figure 170 : Préparation des triméres de la famille VI.
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I1.4. Evaluation biologique

Deux types de tests biologiques ont été réalisekes dimeres et trimeres synthétises :

d'une part des tests visant a évaluer I'affinités daolécules pour les protéines anti-
apoptotiques Bclx Bcl-2 et Mcl-1, d’autre part des tests d’activdétiproliférative sur

diverses lignées cellulaires cancéreuses.

Les tests de cytotoxicité que jai réalisés serexposés de facon plus détaillée dans la
troisieme partie, page 246.

Les propriétés inhibitrices des composés prépanéekes protéines de la famille des Bcl-2 ont
ete déterminées par I'équipe du Dr. N. BonnefoyaBEXINSERM U851, Université Lyon I).
Dans un premier temps, les capacités de fixatiodiffierents peptides BH3 (Bak, Bax, Bid,
Bim et Puma) a se lier & Bcl-xBcl-2 et Mcl-1 ont été évaluées. Dans un secemaps,
'aptitude des molécules synthétisées a déplasecdenplexes ainsi formés a été quantifiée

par polarisation de fluorescence.

Malheureusement, en dépit des résultats encouragelatenus par modélisation moléculaire,

aucun des composés ne s’est averé actif sur le&mes anti-apoptotiques testées.

Nous avons en outre voulu tester I'activité antifgmative de ces composés sur des lignées

cellulaires cancéreuses humaines.

Malheureusement, aucun effet cyctotoxique n'a e @&oté sur les lignées cellulaires

cancéreuses PA1 (ovaire) ou PC3 (prostate).

Nous pensons que la mauvaise solubilité des dépmégait expliquer ces résultats négatifs.
C’est pourquoi, afin d’améliorer le profil physicbimique des dérivés de quinoléines
préparés, nous avons envisagé l'introduction demgments alkylamino sur le squelette de

base.

157



Partie Il. Deuxieme chapitre : résultats et discussion

[11. SERIE ALKOXY-ALKYLAMINOQUINOLEINE

Nous avons voulu poursuivre I'étude de relationsicstire-activité entreprise en
modifiant la substitution en position 2 des motifginoléines. Ainsi, en introduisant des
amines tertiaires tout en en conservant un groupers@propyle en position 5, nous espérons
améliorer les propriétés pharmacologiques et pbysiimiques des composés, notamment
leur solubilité par rapport aux analogues alkoxgqiéines.

Ainsi, nous nous sommes donnés pour objectif |thege de triméres substitués en position 2
par des groupements alkoxy et alkylamino dont dactire générale est indiquée en Figure
171.

R =HouiPr
N R' R' = OEt, OPr, NER,

Figure 171 : Structures cibles alkoxy-alkylaminoterquinoléines.

I11.1. Synthése des bi- et des ter-

alkylaminoquinoléines

Nous nous sommes consacrés dans un premier tertgppraparation de trimeres

alkylaminoquinoléines.

Nous avons tout d’abord adopté la méme stratégyhese qu’en série alkoxyquinoléine a
savoir une étape clé de réaction de Suzuki-Miyaatee un acide quinoléine-3-boronique et
une 7-bromoquinoléine. Ici, les synthons prépae¥erg substitués en position 2 par des

groupements alkylamino (Figure 172).

Nous avons choisi d’introduire dans un premier terdps amines cycliques (pyrrolidine et

morpholine), souvent présentes dans les compasésrét thérapeutique.
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B(OH),

/

R = H ouiPr N NR;R, Br N NR;R;

/N

NR;R;, =HN Ou  pN

Figure 172 : Schéma rétrosynthétique de la préparation de triméres alkylaminoquinoléines.

I1l.1.a. Préparation des monomeres

Dans un premier temps, nous avons envisagé la natépa des acides boroniques
substitués en position 2 par les groupements amipartir des 2-aminoquinoléines, elles-

mémes préparees a partir des intermédiaires cHioets.

En effet, la réaction d’amination peut s’effectwerreflux de I'amine que I'on souhaite

substituer & I'atome de chlore, comme I'ont réaigg@hara etal.*** (Figure 173).

reflux
R = 99% Q

Figure 173 : Exemple d’amination d’un dérivé de 2-chloroquinoléine. (D’apres Kitara et al. 154)

Dans les mémes conditions, nous obtenons les c@w@®s et 23 avec de trés bons
rendements (Figure 174).

RR=H

SR=Br 22R =H, 100%

23R = Br, 94%

Figure 174 : Synthése des composés 22 et 23.

154y, Kitahara, M. Nagatsu, Y. Shibano, A. KulZhem. Pharm. Bull1997 10, 1697-1701.
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Une derniere étape d’hydrogénation en présence@eaP10 mol% a conduit aux dérivd

et 25 de maniéere quantitative (Figure 175).

H,/PtO,
AcOEt

22R=H 24R = H, quant.
23R =Br 25R = Br, quant.

Figure 175 : Synthése des composés 24 et 25.

Nous avons également synthétisé la 2-morpholinodgim® bromée en suivant le méme

schéma de synthése avec un rendement de 66% suétdpes (Figure 176).

H,/PtO,

ACOEI
reﬂux R 73%
R=91%

Figure 176 : Synthése du composé 27.

Nous avons ensuite entrepris de préparer les atidesiques en position 3 & partir du

compos&A4.

Dans un premier temps, nous avons appliqué les ttomsliréactionnelles utilisées pour la
synthese des acides 2-alkoxyquinoléine-3-boronidied’, 7' et 8'. Ainsi, 'utilisation de

LDA puis de triisopropylborate dans le THF n’a caiié aucune réaction (Figure 177).

1°) LDA

B(OiPr)

THF -78°C BOH)
2 ) NH,CI sat.

Figure 177 : Tentative de formation de I'acide 3-boronique a partir de 24.

Nous avons alors recherché dans la littératurecdeditions dortho-métallation-boration a

partir d’'amines aromatiques ou hétéroaromatiques.
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Ainsi, desN-N-diméthylanilines ont étértho-borées par Albrecht ail.*>® selon la procédure
représentée en Figure 178.

~ N

1°) TMEDA B(OMe)s
n-BuLi
—_—
2°) B(OMe),
R =65%

Figure 178 : Exemple d’ortho-boration d’aniline. (D’aprés Albrecht et al.*>).

En appliguant ces conditions au comp®4gaucune réaction n’a été observée (Figure 179).

§ e B0
—x—
2°) B(OMe),

N/ N 3°) NH,Cl sat.

Figure 179 : Tentative de formation de I'acide 3-boronique a partir de 24 dans les conditions décrites par
Albrecht et al.

24

Face a ces problémes de réactivité, nous avong\wtir motre stratégie. Nous avons donc
envisagé d’introduire les amines plus en aval darsynthese, en préparant dans un premier

temps les bi- et terquinoléines chlorées en posiadi et 2 a partir du monomer29 et de

I'acide boroniqueA’. En premiére intention, les composés cibles serostitués en 5’ et en

5” par des groupements isopropyles (Figure 180).

B(OH),
x A
= =
N cl Br N cl
A

Figure 180 : Analyse rétrosynthétique alternative a I’'obtention des composés cibles.

155 K. Albrecht, V. Kaiser, R. Boese, J. Adams, D.K&aufmann,J. Chem. Soc., Perkin Trans. 200Q 2153-
2157.
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Les monomere&8 et 29 ont été aisément synthétisés par hydrogénatiomtia g@s composes
R etS avec des rendements de 68 et de 88% respectiv¢riguate 181).

PtO/H
X AOEL X
= P
R N Cl R N Cl
RR=H

28R = H, 68%
S R=Br 29R = Br, 88%

Figure 181 : Synthése des composés 28 et 29.

Tagawa etal. décrivent la préparation d’acides boroniques esitpn 3 du motif 2-
chloroquinoléine. Ainsi, le dérivé désiré est obtepar réaction de la 2-chloro-8-
méthoxyquinoléine en présence de tétraméthylpipéridie lithium (LTMP), suivie de
I'addition de triméthylborate et d’une hydroly2¥(Figure 182).

1°) LTMP

B(OMe) B(OH)
AN THF X ?
—_—
2°) H,0
/ - /
N cl R=82% N cl
OMe OMe

Figure 182 : Préparation de I'acide 2-chloro-8-méthoxyquinoléine-3-boronique par Tagawa et al.*®

Nous avons donc appliqué le méme protocole expétahé la 2-chloroquinoléind. En

CCM nous observons la formation d’'un nouveau prodi@ fagon quasi-exclusive. La
comparaison du spectre RMRH du produit brut obtenu avec celui de Iacide 2-
chloroquinoléine-3-boronique confirme I'obtention produit désiré (Figure 183). Cet acide

boronique sera utilisé sans purification dans tepes de couplage ultérieures.

1°) LTMP
B(OMe) B(OH)

X THF X ’

—_—
2°) H,0
= =
N Cl N Cl
A A

Figure 183 : Synthése de I'acide boronique A’.

1%y, Tagawa, H. Yamashita, M. Nomura, Y. Goteterocycles1998 11, 2379-2387.
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[11.1.b. Préparation des dimeres et des trimeres@aplage pallado-

catalysé de Suzuki-Miyaura

Comme I'a souligné S. Rault lors de ses travancemant la synthése séquentielle
d’oligopyridines®” %8 i est difficile de prévoir la régiosélectivité de réaction de Suzuki-
Miyaura lorsgu’une unité monomérique contient daalogenes différents comme dans notre

cas avec la quinoléir9 (Figure 186, page 164).

En effet, deux paramétres vont généralement influwgrla réactivité du dérivé halogéné :
d’'une part la nature de I'atome d’halogéne et d@mphart sa position sur I'hétérocycle comme
l'illustre la Figure 184.

B(OH),
N —x N
catalyseur, base
X

X, X', X" = halogéne

Figure 184 : Synthese de dihalobipyridines.

Cependant, le groupe de Rault a mis au point I®aécéles halo-oligopyridines a partir de
dihalopyridines mises en réaction avec des aciddspiridine boroniques. Un exemple

illustrant ces réactions de couplage de Suzuki-Miyatératives régiocontrélées est donné en
Figure 185.

Pd(FPhy), Br
Na,COy

A B(OH) A dioxane
| + | reﬂux
P = R=77%
Br N 1 N

Pd(PPh),
| B2 NaCOs
P dioxane
N reflux

R =53%

Figure 185 : Préparation de bromo-terpyridine. (D’aprés Burzicki et al. 158)

157 A.-S. Voisin-Chiret, A. Bouillon, G. Burzicki, MCélant, R. Legay, H. El-Kashef, S. Rauletrahedron
2009 607-612.
158 G, Burzicki, A.-S. Voisin-Chiret, J. Sopkova-de@ira Santos, S. Rauliynthesis201Q 16, 2804-2810.
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A I'image des travaux réalisés par le groupe dR&iult, nous désirons coupler sélectivement
'atome de brome d@9 a l'acide boroniqueA’. Pour ce faire, le choix des conditions
opératoires pour effectuer la réaction etreet 29 a été guidé par les travaux de Marsais et
al. qui concernent le couplage de Suzuki entre I'abif®niqueA’ et la 2-iodoanilin€”.
L'utilisation du catalyseur Pd(PBPkh comme source de palladium en présence d€Qa

dans un mélange THF{B a température ambiante ou sous irradiation noaaes (20 min,

65 °C) a aboutit & un mélange de produits dons ot pu étre identifiés (Figure 186).

B(OH),
X ’ AN
+
=
N Cl Br N/ Cl
A 29

Pd(PPh),
Na,CO; ag. 2M
THF
micro-ondes ou t.a.

Figure 186 : Produits de la réaction de Suzuki-Miyaura en utilisant Pd(PPh;),.

Le produit désiré30 a été obtenu de facon tres minoritaire (<10%),medlange avec le
composél, identifié par RMN'H et par GC-MS. Les deux diméres n’ont pas pus#parés

par chromatographie sur colonne de silice. Ce ngélast obtenu avec un rendement de 24%.
Nous avons également isolé le dérlyéssu d’'une réaction d’homocouplage du déwve

suivie d’'une déboration. Ce composé a été obteaa an rendement de 11%.

Lorsque la réaction a été réalisée a températubéaate, un résultat comparable a été obtenu.

Afin de parvenir a synthétiser le dérivé souh8®¢ nous avons utilisé en seconde intention
les conditions de couplage précédemment employées lpopréparation des diméres et
trimeres alkoxyquinoléine$2-21 (PdChL(PPh)./NaCO; dans le THF sous irradiation micro-

onde).

19F Marsais, A. Godard, G. QueguindrHeterocyclic Chem1989 26, 1589-1594.
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L’intégralité de la bromo-chloroquinoléine de dé@a réagi pour donner plusieurs produits
(Figure 187). Parmi les composés formés, nous aporen identifier trois aprés purification
par chromatographie sur colonne de silice.

B(OH)
X 2 X
+
/ /
N cl Br N cl
A 29

PdCh(PPR),
Na,CO; aq. 2M
THF
micro-ondes

Figure 187 : Produits de la réaction de Suzuki-Miyaura en utilisant PdCl,(PPh;),.

Les composé80 et 31 sont obtenus en mélange avec un rendement ded@b%,un rapport
2:8 déterminé par RMRH, aprés purification par chromatographie sur coéode silice.

Nous avons de plus isolé le trim&2avec un rendement de 15%.

Afin que le couplage soit plus sélectif vis-a-visla@osition bromée d29, nous avons utilisé

d’autres conditions réactionnelles.

[ 160

Noronha efal.”" ont réussi a coupler un acide 2,2’-dichlorophéosdinique et un dérivé de

la bromobenzenetriazine avec le systemgdba)/Xantphos en présence de,C6; a reflux

du dioxane (Figure 188).

N\ NH,
| " Pdy(dba) f Y
AN 2 d Xantphos
/ N
Cs,CO; y
+ —_— =
N dioxane
Br N (HO);B reflux
cl

Cl

Figure 188 : Réaction de Suzuki-Miyaura dans les conditions décrites par Noronha et al*®

10 G. Noronha, K. Barrett, A. Boccia, T. BrodhagCao, C. P. Chow, E. Dneprovskaia, J. Doukas, Re,Bin
Gong, C. Gritzen, H. Gu, E. Hanna, J. D. Hood, &. Xl Kang, J. Key, B. Klebansky, A. Kousba, G. ¢fial.,
Bioorg. Med. Chem. Let2007, 17, 602-608.
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Wegner etl.*** décrivent, quant & eux, 'emploi d’'une base orgamitglie que le DBU dans
le DMF en utilisant Pd(OAg)comme catalyseur et P(Ggomme ligand. La réalisation de la
réaction a partir de 1l-bromonaphtalene et d'acideroPnophénylboronique a aboutit a

I'obtention de trois produits en proportions ratat 3:1:2,6 (Figure 189).

B(OH),
Pd(OAc)Z 20 mol%
P(Cy)
DBU
DMF
reflux

R =95%

Figure 189 : Réaction de Suzuki-Miyaura dans les conditions décrites par Wegner et al*®

Les conditions réactionnelles utilisées dans lasxdxemples cités précédemment ont été
appliguées aux produits de déepat et 29. Malheureusement, aucun des essais n'a été
concluant : dans le premier cas, il se forme dwyitd) et du produit de départ est récupéré.

Dans les conditions de Wegneradt, nous n'observons que de la dégradation du prafgui

départ.
Expérience | Catalyseur| Ligand Base | Solvant Chauffage Produits
1 Pd(dba)y | X-Phos | CsCO; | THF reflux Produit de départy
(2,5 mol%) (5 mol%) | (4 équiv.)
2 Pd(OAc) P(Cy) DBU DMF micro-ondes Dégradation
(20 mol%) (40 mol%) | (5 équiv.) (15 min, 120 °C)

Figure 190 : Tentatives d’obtention du dimére 30 en utilisant les conditions décrites par Noronha et al. ou

Wegner et al.

Face a l'inefficacité des systémes catalytiquesleydés nous avons eu recours a une seconde
génération de catalyseurs. Ainsi, nous avons colgsdéproduitsA’ et 29 en utilisant le
PEPPSIHr selon un protocole décrit dans Chemtfies

En introduisant une charge de 10 mol% de catalyseyrésence dBuOK dans un mélange
isopropanol/THF, il se forme sélectivement le diengouhaité0 avec un rendement de 43%
(Figure 191).

De plus, nous observons moins de dégradation queleslessais précédents mais il reste

toujours du produit de départ.

181H. A. Wegner, L. T. Scott, A. de Meijer&, Org. Chem 2003 68, 883-887.
152peppPSIM CatalystChemFiles Aldrich2006 3.
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B(OH), PEPPSIPT, 10 mol%.
tBuOK
|PrOH/THF

R= 43%

Figure 191 : Synthése du dimére 30.

Comme pour la synthése des monom&2st 23 (Figure 174, page 159), une réaction de
substitution nucléophile aromatique sur le dim&@ en présence de pyrrolidine ou de

morpholine a conduit a I'obtention des proddget 35 avec des rendements respectifs de 93
et 90% (Figure 192).

NHR;R,

reflux

R=Cl 30 33R = NRR,; = pyrrolidine, 1h, 93%
34R = Cl, NRR,= morpholine, 2h, 48%
35R = NRR, = morpholine, 15h, 90%

Figure 192 : Préparation des composés 33-35.
Le dérivé substitué par la pyrrolidird3 se forme apres 1 h de réaction, tandis que 15 h de
chauffage a reflux sont nécessaires a I'obtentiordichére35. En controlant le temps de
réaction avec la morpholine, il est possible d’anisur une seule position chlorée. Nous
avons ainsi pu isoler le dériva4, dont la structure a été confirmée par une expésieiec
RMN *H-'H NOESY, aprés 2 h de chauffage a reflux avec ndement de 48%.

Afin d’accéder aux triméres, nous avons envisagéylathése de l'acide boroniqug®’,
préparé a partir du compo8€. En appliqguant le méme protocole expérimental ceiei
décrit par Tagawa etl.**®

(Figure 193).

, la réaction n’a conduit qu’'a la dégradation dodpit de départ

1°) LTMP
B(OMe),
THF

2°) H,0

30
Figure 193 : Tentative de formation de I’acide boronique 30’.

1%y, Tagawa, H. Yamashita, M. Nomura, Y. Gotteterocycles1998 11, 2379-2387.
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L’acces aux triméres alkylaminoquinoléines est dommpromis par I'échec de cette réaction.
Ainsi, nous nous sommes consacrés au développathemt série de triméres mixtes alkoxy-

alkylaminoquinoléines.

[11.2. Synthése des bi- et des ter-alkoxy-

alkylaminoquinoléines

Nous envisageons la préparation de diméres eéresnde quinoléines substitués en
position 2 des noyaux quinoléines par des chailiesya (éthyle ou propyle) ou par des

amines (pyrrolidine ou morpholine).

En ce qui concerne les dimeres, les diverses c@isions possibles nous ont permis de
distinguer 2 familles de composés (Figure 194) :
- des biquinoléines substituées en 2 par une ehalioxy et en 2’ par une amine

(famille VII').

- des composés ou la position aminée est en 2gdeleite biquinoléine et le
groupement alkoxy en 2’ (famillll ).

Vil

R'=H ouiPr
R =EtouPr
NR;R; = pyrrolidine ou morpholine

Figure 194 : Structure générale des familles VIl et VIII de diméres a préparer.

[11.2.a. Préparation des dimeres

Les représentants de 18°famille VIl de diméres « mixtes » ont été synthétisés par
réaction de Suzuki-Miyaura entre les acides 2-algainoléine boroniqued’ et7’ et la 7-
bromo-2-chloroquinoléing9 suivie d’'une amination en position 2’ (Figure 195)

Le couplage de Suzuki a été réalisé dans les ¢onslimises au point précédemment pour la
préparation du compo$®.

Nous obtenons ainsi les diméres 2-alkoxy-2’-chlohogié¢ine 36 et 37 avec des rendements
respectifs de 58 et 59% (Figure 195).
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PEPPSIiPr

B(OH!
(OH)z X tBUOK
" —_—
PrOH/THF
= F ta.
N OR' Br N Cl

1 R=H,R'=Pr 29 36R =H, R' = Pr58%
7' R=iPr,R'= Et 37R =iPr, R' = Et 59%

reflux

\ NHRR,

NR;R,

) 38 R = H, R' = Pr, NRR, = pyrrolidine, 94%

N OR 39 R =H, R' = Pr, NR, = morpholine, 86%
40 R =iPr, R' = Et, NRR; = pyrrolidine, 85%
41 R =iPr, R' = Et, NRR, = morpholine, 46%

Figure 195 : Synthéses des dimeéres de la famille VII.

Dans un second temps, I'amination par la pyrrobdiu la morpholine se réalise aisément et

conduit aux dimeére38-41 avec des rendements allant de 46 a 94%.

Afin de préparer les dimeres de la famWil , nous avons tout d’abord réalisé le couplage de

Suzuki entre le compog€ et la quinoléine bromé&H) (Figure 196).

PdCL(PPh),

B(OH),
A : AN Na,CO; ag. 2M
—_—
+
THF
= = micro-ondes
N cl Br N oPr
A

10 43, 14%

N U, 13%

Figure 196 : Synthése du dimére 43 catalysée par PdCl,(PPh;),.

En employant les conditions réactionnelles misepant en série alkoxyquinoléine pour les
composés 12-21 (PdCL(PPh),/NaoCO; dans le THF sous irradiation micro-onde),
'avancement de la réaction reste faible puisqu¥ &1 produit de départ a été isolé apres
purification par chromatographie sur colonne desilméme apres une irradiation prolongée
(deux fois 20 min). Le produit désidd a malgré tout été obtenu avec un rendement de 14%.

Il se forme également le produit d’homocouplage d&hbio(13%) (Figure 196).

Afin d’augmenter le rendement en produit désiré,snauons utilisé d’autres conditions

réactionnelles récapitulées dans le Tableau 9.
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B(OH), [Pdl/L
AN : AN base
—_—
* solvant
= = chauffage
N cl Br N oPr
A' 10

Expérience| Catalyseur | Ligand Base Solvant Chauffage Produits
micro-
PdCL(PPh), Na,CO;, ondes Produit de départ 43 (14%)
1 / 2 THF ;
(5 mol%) (5 équiv.) (40 min, +U
65°C)
Pd(PPh), Na,CO;, R Produit de départ 43 (11%)
2 (20 mol%) / (5 équiv.) THF 35°C +U
Pd(PPh), Na,CO;, Produit de départ 43 (19%)
3 (20 molok) / (5 équiv.) DME reflux + dégradation
PEPPSIHr tBuOK | . ; ;
4 (2 mol%k) / (1.3¢quiv.) iPrOH/THF t.a. Produit de départ
Pd(OAc)y | P({Bu); | N&CO; | 4 ; 4
5 (10 moloé) (20mol) | (3 équiv.) dioxane/HO reflux Produit de départ43 (56%)

Tableau 9 : Conditions réactionnelles utilisées pour le couplage de Suzuki entre A’ et 10.

L'utilisation de Pd(PP¥),; dans le THF a 35 °C (essai 2) ou au reflux du Dd&sai 3) n'a
pas contribué a augmenter le rendement en proésited: le dimérel3 est isolé avec un
rendement de 11% quand la réaction est réalisée ldarHF a 35 °C. En procédant dans le
DME a refluX®® il reste encore du produit de départ (40%) eteledement en produit

souhaité reste faible (19%). De plus, nous obsardena dégradation du milieu réactionnel.

Contrairement a la synthese du dimeére dichBféaucune réaction n’'a lieu avec le PEPPSI-
iPr (essai 4).

Finalement, le meilleur résultat est obtenu avesytdéme catalytique Pd(OAM({tBu); dans

un mélange dioxane/eau a refitfi(essai 5) : nous n'observons pas de produt le dimére
43 est isolé avec un rendement de 56%. Par cette mé&tigode, nous accédons aussi au

dérivé éthoxyl2 avec un rendement de 57% (Figure 197).

183 R. J. Gleave, P. J. Beswick, A. J. Brown, G. MGlin, C. P. Haslam, D. Livermore, A. Moses, N. H
Nicholson, L. W. Page, B. Slingsby, M. E. SwarbriBloorg. Med. Chem. Let2009 19, 6578-6581.

164 B, L. Hodous, S. D. Geuns-Meyer, P. E. HughesKBAlbrecht, S. Bellon, J. Bready, S. CaenepeelJV.
Cee, S. C. Chaffee, A. Coxon, M. Emery, J. Fretl&dGallant, Y. Gu, D. Hoffman, R. E. JohnsonKe@ndall,
J. L. Kim, A. M. Long, M. Morrisson, P. R. Olivieri/. F. Patel, A. Polverino, P. Rose, P. TempesWhng, D.
A. Whittington, H. Zhao,. Med. Chem 2007, 50, 611-626.
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Pd(OAc), 10 mol%

O AN P(BU)s, 20 mol%
—_ >
* dioxane/eau
= 5% reflux
N Cl Br N OR N

A 9 R=Et
10R=FPr

Cl 42R=Et,57%
43R = Pr, 56%

NHR;R,
reflux

44 NRyR, = pyrrolidine, R = Et, 68%
45 NRR, = morpholine, R = Et, 65%
VI 46 NRyR, = pyrrolidine, R = Pr, 92%
47 NRyR, = morpholine, R = Pr, 75%

Figure 197 : Préparation des diméres de la famille VIil.

La substitution nucléophile aromatique sur les coség42 et 43 en présence de pyrrolidine
et de morpholine a finalement conduit aux quatm@médes de la famillevlll avec des

rendements allant de 65 & 92% (Figure 197).

[11.2.b. Préparation des trimeres

La suite de mon travail a été consacrée a la syathde trimeres alkoxy-

alkylaminoquinoléines.

Les réactions dirtho-métallation-boration en position 3 de la 2-aminoglgéine24 n’ayant
pas conduit au composé attendu, la formation desesdoroniques correspondant a la
famille VII n’'a pas été envisagée. Nous nous sommes donessés a la synthese des

trimeres a partir des diméres des familfest VIII .

Ainsi, hous pouvons accéder aux composés de steugénérale présentée en Figure 198 qui

se classent en trois familles :
- FamillelX : 2-alkylamino-2’, 2”-dialkoxy terquinoléines.
- FamilleX : 2, 2”-alkyldiamino-2’-alkoxy terquinoléines.

- FamilleXl : 2, 2’-dialkoxy-2"-alkylamino terquinoléines.
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Figure 198 : Structure générale des familles IX, X et XI de triméres a préparer.

Comme pour la préparation des acides boronigues’, 7°, 8, 12’-15’ en série alkoxy, nous
avons réalisé sans difficultéottho-métallation-boration en position 3’ des dimex4t . Le
couplage avec les bromoquinoléirsest 10 a été effectué de fagon analogue a la série alkoxy
Nous avons ainsi obtenu les trimed53 avec des rendements allant de 44 a 98% (Figure
199).

1°) LDA
2°) B(GIPr)
THF, -78°C

B(OH),

—_— \

3°) NH,Cl sat.

P~

oR AN N OR
=

N NR;R,
VI
PdChL(PPh),
A N&,CO; aq. 2M
Br N o THF
micro-ondes
9 R=Et
10R=Pr

48NR;R, = pyrrolidine, R = Et, R' = Et, 70%
49 NR;R; = pyrrolidine, R = Pr, R' = Pr, 98%
IX 50 NR;R; = pyrrolidine, R = Et, R' = Pr, 44%
N NR;R, 51NRyR; = pyrrolidine, R = Pr, R' = Et, 82%
52 NR;R;, = morpholine, R = Pr, R' = Pr, 76%
53 NR;R; = morpholine, R = Pr, R' = Et, 66%

Figure 199 : Préparation des trimeres de la famille IX.
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Pour la préparation des trimeres de la fanillenous avons effectué la réaction de Suzuki-

Miyaura a partir des 2-amino-7-bromoquinoléi@ést 27.

Cette meéthode plus convergente permet de contoudiéventuels problémes de

régiosélectivité rencontrés lors des couplages Evbmmo-chloroquinoléin9.

Nous accedons aux trimére4-61 avec des rendements allant de 40 a 96% (Figure 200

1°) LDA
2°) B(OPr)
THF
-78°C
—_—

oR 3°) NH,Cl sat.

Vil

/&ﬁ\ ooy
P NaC .2M
Br N”NR R, %C0saq

THF
25NRyR; = pyrrolidine micro-ondes
27NR;R, = morpholine

54 R, = pyrrolidine, R = Et, NER; = pyrrolidine, 61%
OR 55 R, = pyrrolidine, R = Pr, NiR, = pyrrolidine, 50%
56 R; = morpholine, R = Et, NfR, = morpholine, 96%
X 57 R; = morpholine, R = Pr, NfR, = morpholine, 40%
N NRiR;, 58 R, = pyrrolidine, R = Et, N, = morpholine, 72%
59 Ry = pyrrolidine, R = Pr, NER, = morpholine, 82%
60 R; = morpholine, R = Et, NfR, = pyrrolidine, 48%
61 R; = morpholine, R = Pr, NfR, = pyrrolidine, 59%

Figure 200 : Préparation des triméres de la famille X.

Enfin, les triméres de la famillgl sont obtenus en suivant un mode opératoire analagu
celui des familledX et X, apresortho-métallation-boration des bialkoxyquinoléines puis

couplage de Suzuki avec les monome®st 27.

Les triméres de la famill¥l sont synthétisés avec des rendements supérie @ gFgure
201).
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1°) LDA
2°) B(OiPr)
THF
-78°C B(OH),
AN E—— A
3°) NH,Cl sat.
/ /
> N OR ~ N OR
/ /
N oR N OR
14R = Et
15R=Pr PACK(PPh),
X Na,CO; ag. 2M
Br N” NR{R; ~THF
micro-ondes

25NR;R; = pyrrolidine
27 NR;R; = morpholine

62 R = Et, NRR, = pyrrolidine, 79%
N OR Xl 63 R =Pr, NRR, = pyrrolidine, 49%
64 R = Et, NRR, = morpholine, 77%
65 R = Pr, NRR, = morpholine, 73%

Figure 201 : Préparation des triméres de la famille XI.
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V. CONCLUSION-PERSPECTIVES

Les travaux préliminaires effectués au laboratommeconduit & une premiere série de
terquinoléines qui ont fait I'objet de tests bidlpges sur les protéines anti-apoptotiques de la
famille des Bcl-2. L'un des composés les plus egéantsiii, Figure 202), a servi de point de

départ pour la synthese de nouveaux représentaseyie alkoxyquinoléine.

16R =iPr, R' = Et, R" 5Pr

17R =iPr, R' = Pr, R" 3Pr

N or 18R =H, R'= Et, R"3Pr
19R =H, R'= Pr, R" 3Pr
20R =iPr,R'=Et,R"=H
21R =iPr, R = Pr,R" = H

Figure 202 : Diversification de la série alkoxyquinoléine.

Des études de modélisation moléculaire réaliséelesuwomposeé$6 et 17 ont montré qu'ils
se structuraient en hélice et qu’ils projetaientrdegroupements isopropyles du méme cote

gue les chaines hydrophobes portées par des ré&sidus4 eti+11 du peptide Bak.

Malheureusement, malgré les résultats de mod@isatnoléculaire en accord avec
I'hypothese structurale de départ, les résultatsralts lors des tests biologiques effectués sur
ces composeés (inhibition des protéines anti-apmptes de la famille des Bcl-2 et activités
antiprolifératives sur des lignées cellulaires éaases) ne sont pas tres encourageants. Ceci

est probablement lié a un probléme de solubilitéetedérivés.

C’est pourquoi, nous nous somme orientés vers Veldgpement d'une nouvelle série de

composes : des triméres « mixtes » alkoxy-alkylaoumléines (Figure 203).

18 composés

Figure 203 : Trimeéres préparés en série alkoxy-aminoquinoléine.
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L’introduction d’amines cycliques en position 2 dayau quinoléine a permis d’accroitre la
solubilité. De plus, ces structures originales sglivent dans la poursuite de I'étude de

relations structure-activité initiée avec la sélieoxy.
L’évaluation biologique de la seconde série de ca@p@st actuellement en cours.

En perspective pour ce projet, il serait envisalgeae faire varier la nature des chaines
latérales des quinoléines. Ainsi, nous pourrionsoduire en position 2, 2' et 2” des

substituants alkoxy terminés en bout de chainel@aiamines (Figure 204).

Figure 204 : Cibles de synthése a envisager.
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2-Propoxyquinoléine (1)

X
Z N

C12H1aNO
M = 187,24 g.mof

La 2-chloroquinoléinéA (500 mg ; 3,06 mmol) est ajoutée a une solutiomElgONa (10,1
mmol ; 3,3 équiv. ; préparée a partir de 232 mgattium) dans le n-propanol (10 mL). Le
mélange est chauffé a reflux pendant 4 h. Aprepa@ration du solvant sous pression réduite,
de l'eau est ajoutée et le meélange est extraitAg(dEt. Les phases organiques sont
rassemblées et séchées sur MgS&pres évaporation du solvant sous pression rédiet
composél (551 mg ; 2,94 mmol ; 96%) est obtenu sous formeedhuile incolore.

IR (ATR) : 1618, 1606, 1428, 1313, 1276, 1259, 1238.

RMN 'H (400 MHz, DMSOs) : 1,01 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,79 (2H, sex,= 7,0 Hz) ; 4,36
(2H, t,J=6,5Hz); 7,00 (1H,d]=9,0Hz) ; 7,41 (AH,Y=7,5Hz) ; 7,65 (1H, 1) =75
Hz); 7,87 (1H, dJ=8,0 Hz) ; 7,75 (1H, d1= 8,0 Hz) ; 8,22 (1H, d] = 9,0 Hz).

RMN *C (100 MHz, DMSOdg) : 10,5 (CH) ; 21,8 ; 66,9 (Ch) ; 113,0 ; 124,0 ; 126,7 ;
127,7 ; 129,7 ; 139,2 (GHm ; 124,7 ; 145,9 ; 161,7 {Gn).

Masse exacte (ES+) : calculée pousHGsNO (M+H)" 188,1075 ; trouvée 188,1077.
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7-Bromo-2-propoxyquinoléine (2)

JO SN
Br N/ o/\/

C1oH12BrNO
M = 266,13 g.mof"

Procédure expérimentale analogue a celle de ptéparde la 2-propoxyquinoléing ; 7-
bromo-2-chloroquinoléin® (150 mg ; 0,62 mmol), nPrONa (5 équiv.), nPrOHs (#hL), 15
h ; le compose@ (153 mg ; 0,57 mmol ; 93%) est obtenu sous foriae dolide blanc.

F =54-59 °C.

IR (ATR) : 1614, 1496, 1446, 1336, 1301, 1253, 14024

RMN *H (400 MHz, DMSOdg) : 1,00 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,78 (2H, sexf, = 7 Hz) ; 4,35
(2H,t,J=6,5Hz); 7,04 (1H,d =9 Hz) ; 7,57 (1H, d)=8,5Hz) ; 7,84 (1H, d] = 8,5 Hz)
; 7,93 (1H, s) ; 8,25 (1H, d,= 9 Hz).

RMN 3C (100 MHz, DMSOdg) : 10,4 (CH) ; 21,7 ; 67,2 (Ch) ; 113,7 ; 127,1 ; 128,6 ;
129,6 ; 139,2 (Chlon) ; 122,9 : 123,6 ; 146,8 ; 162,446,

Masse exacte (ES+) : calculée pousHGs “BrNO (M+H)" 266,0181 ; trouvée 266,0183.

180



Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5-(Propén-2-yl)-2-éthoxyquinoléine (3)

AN

NN
C14H1sNO

M = 213,28 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptéparde la 2-propoxyquinoléing ; 2-
chloro-5-(propén-2-yl)quinoléinB (728 mg ; 3,57 mmol), EtONa (5 équiv.), EtOH (4Q)m
15 h ; le compos8 (720 mg ; 3,38 mmol ; 94%) est obtenu sous foriaeedhuile incolore.
IR (ATR): 1609, 1412, 1314, 1260, 1042tm

RMN *H (400 MHz, DMSOek) : 1,38 (3H, tJ = 7,0 Hz) ; 2,15 (3H, s) ; 4,46 (2H, 8= 7,0
Hz) ; 4,97 (1H, s) ; 5,45 (1H, s) ; 6,99 (1H,Jd 9,0 Hz) ; 7,27 (1H, d) = 7,0 Hz) ; 7,61
(AH,t,J=7,5Hz); 7,67 (1H, d = 8,0 Hz) ; 8,25 (1H, dl = 9,0 Hz).

RMN *°C (100 MHz, DMSOs) : 14,4 ; 24,9 (Ch) ; 61,2 (CH) ; 112,9 ; 122,4 ; 125,9 ;
129,2 : 136,7 (Chlon) ; 116,8 : 121,8 ; 141,8 ; 142,9 ; 146,4 ; 16£GHy, C).

Masse exacte (ES+) : calculée pousHGeNO (M+H)" 214,1232 ; trouvée 214,1230.
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5-(Propén-2-yl)-2-propoxyquinoléine (4)

N/ o/\/

CisH1/NO
M = 227,30 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptéparde la 2-propoxyquinoléing ; 2-
chloro-5-(propén-2-yl)quinoléin® (625 mg ; 3,07 mmol), nPrONa (5 équiv.), nPrOH (33
mL), 15 h ; le composé (597 mg ; 2,63 mmol ; 86%) est obtenu sous forroeed huile
incolore.

IR (ATR) : 1610, 1411, 1315, 1265 &m

RMN H (400 MHz, DMSO€g) : 1,00 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,79 (2H, sexd,= 7,0 Hz) ; 2,15
(3H, s) ; 4,37 (2H, t) = 6,5 Hz) ; 4,97 (1H, s) ; 5,45 (1H, s) ; 7,00 (THJ = 9,0 Hz) ; 7,27
(1H, dd,J; = 7,0 Hz,J, = 1,0 Hz) ; 7,61 (1H, ) = 7,5 Hz) ; 7,67 (1H, d] = 8,5 Hz) ; 8,25
(1H, d,J = 9,0 Hz).

RMN **C (100 MHz, DMSOdg) : 10,5 ; 24,9 (Ch) ; 21,8 ; 67,0 (Ch) ; 112,9 ; 122,4 ; 125,9
:129,2 ; 136,8 (Chom) ; 116,8 ; 121,9 ; 141,8 ; 143,0 ; 146,4 ; 16E6H,, C).

Masse exacte (ES+) : calculée pougHGsNO (M+H)" 228,1388 ; trouvée 228,1383.

182



Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

7-Bromo-2-éthoxy-5-(propén-2-yl)quinoléine (5)

/&ﬁ\
Br N/ O/\

C14H14BrNO
M = 292,17 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptéparde la 2-propoxyquinoléing ; 7-
bromo-2-chloro-5-(propén-2-yl)quinoléin® (350 mg ; 1,24 mmol), EtONa (4,5 équiv.),
EtOH (10 mL), 2 h ; le compo€e(357 mg ; 1,22 mmol ; 99%) est obtenu sous forina d
solide blanc.

F =34-37 °C.

IR (ATR) : 1607, 1312, 1275, 1248, 1128, 1043'cm

RMN 'H (400 MHz, DMSOe) : 1,37 (3H, tJ = 7,0 Hz) ; 2,15 (3H, m) ; 4,45 (2H, = 7,0
Hz) ; 5,01 (1H, m) ; 5,48 (1H, m) ; 7,03 (1H,X+ 9,0 Hz) ; 7,43 (1H, d] = 2,0 Hz) ; 7,86
(AH, dd,J; = 2,0 Hz,J, = 0,5 Hz) ; 8,23 (1H, ddl; = 9,0 Hz,J, = 0,5 Hz).

RMN *C (100 MHz, DMSOdg) : 14,4 ; 24,6 (Ch) ; 61,6 (CH) ; 113,6 ; 1252 ; 127,8 ;
136,9 (CHiom ; 117,8;120,9 ; 122,4 ; 141,7 ; 143,8 ; 147182,1 (=CH, C).

Masse exacte (ES+) : calculée poustGs “BrNO (M+H)" 292,0337 ; trouvée 292,0331.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

7-Bromo-5-(propén-2-yl)-2-propoxyquinoléine (6)

Br N/ o/\/
C15H16BrNO
M = 306,20 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptéparde la 2-propoxyquinoléing ; 7-
bromo-2-chloro-5-(propén-2-yl)quinoléing (500 mg ; 1,77 mmol), nPrONa (4,5 équiv.),
nPrOH (14,5 mL), 2 h ; le compo6&530 mg ; 1,73 mmol ; 98%) est obtenu sous forfue d
solide blanc.

F =30-32 °C.

IR (ATR) : 1607, 1406, 1313, 1274, 1127tm

RMN 'H (400 MHz, DMSOs) : 1,00 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,78 (2H, sex,= 7,0 Hz) ; 2,15
(3H, s) ; 4,36 (2H, t) = 6,5 Hz) ; 5,02 (1H, s) ; 5,49 (1H, s) ; 7,05 (IHI = 9,0 Hz) ; 7,42
(1H, d,J=2,0 Hz) ; 7,87 (1H, d] = 1,5 Hz) ; 8,23 (1H, d] = 9,0 Hz).

RMN **C (100 MHz, DMSOdg) : 10,4 ; 24,6 (CH) ; 21,7 ; 67,3 (Ch) ; 113,5; 125,2 ; 127,8
:137,0 (CHyom) ; 117,8 ;120,9 ; 122,4 : 141,7 ; 143,8 ; 147182,3 (=CH, C).

Masse exacte (ES+) : calculée pougHG,; *BrNO (M+H)" 306,0494 : trouvée 306,0492.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2-Ethoxy-5-isopropylquinoléine (7)

AN
NN

C14H17NO
M = 215,29 g.mof

Un mélange de 5-(propen-2-yl)-2-éthoxyquinolén@6 mg ; 0,12 mmol) et de P1(5,5 mg

; 0,024 mmol ; 20 mol%) dans 'AcOEt (1 mL) esttagsous atmosphére d’hydrogene a
température ambiante pendant 4 h. Apreés filtrasionCélite et évaporation du solvant sous
pression réduite, le résidu obtenu est purifié @gaomatographie sur gel de silice flash
(cyclohexane/AcOEt, 98:2) pour obtenir le comp@s€0 mg ; 0,093 mmol ; 76%) sous

forme d’une huile incolore.

IR (ATR) : 1606, 1412, 1387, 1305, 1290, 1264, 12443 cni.

RMN H (400 MHz, DMSO¢e) : 1,31 (6H, dJ = 7,0 Hz) ; 1,37 (3H, tJ = 7,0 Hz) ; 3,67
(1H, heptd = 7,0 Hz) ; 4,45 (2H, gl = 7,0 Hz) ; 7,00 (1H, d] = 9,0 Hz) ; 7,31~7,37 (1H, m)
. 7,57—7,64 (2H, m) ; 8,46 (1H, d= 9,0 Hz).

RMN 3C (100 MHz, DMSOd) : 14,5 ; 23,6 (2C) ; 27,8 (GHCH) ; 61,1 (CH) ; 112,5 ;
119,9 :125,0 ; 129,5; 135,1 (Ghh) ; 122,5: 145,1 ; 146,5 ; 161,046

Masse exacte (ES+) : calculée pousHGsNO (M+H)" 216,1388 ; trouvée 216,1393.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5-Isopropyl-2-propoxyquinoléine (8)

Z N
C1sH1gNO
M = 229,32 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépade la 2-éthoxy-5-isopropylquinoléine
7 ; 5-(propéen-2-yl)-2-propoxyquinoléing (552 mg ; 2,43 mmol) ; le compo8&422 mg ;
1,84 mmol ; 76%) est obtenu sous forme d’'une hodelore.

IR (ATR) : 1606, 1412, 1306, 1289, 1267, 1240"cm

RMN *H (400 MHz, DMSOdg) : 1,00 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,31 (6H, d) = 7,0 Hz) ; 1,79
(2H, sextd = 7,0 Hz) ; 3,67 (1H, hepd,= 7,0 Hz) ; 4,35 (2H, 11 = 6,5 Hz) ; 7,01 (1H, d] =
9,0 Hz) ; 7,31-7,37 (1H, m) ; 7,56—7,64 (2H, m)468(1H, dJ = 9,0 Hz).

RMN *C (100 MHz, DMSOs) : 10,5 ; 23,6 (2C) ; 27,8 (GHCH) ; 21,8 ; 66,8 (CH) ;
112,4;119,9 ; 124,9:129,5; 135,1 (k) ; 122,5; 145,1 ; 146,5 ; 161,246).

Masse exacte (ES+) : calculée pougHGoNO (M+H)™ 230,1545 ; trouvée 230,1545.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

7-Bromo-2-éthoxy-5-isopropylquinoléine (9)

)5(1
Br N/ O/\

C14H16BrNO
M = 294,19 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptepacde la 2-éthoxy-5-isopropylquinoléine
7 ; 7-bromo-5-(propén-2-yl)-2-éthoxyquinoléibg356 mg ; 1,22 mmol) ; le compo94309
mg ; 1,05 mmol ; 86%) est obtenu sous forme d’urikelincolore.

IR (ATR) : 1609, 1303, 1290, 1253, 1041tm

RMN *H (400 MHz, DMSO#) : 1,30 (6H, dJ = 7,0 Hz) ; 1,37 (3H, tJ = 7,0 Hz) ; 3,67
(1H, heptJ=7,0Hz) ; 4,45 (2H,q]=7,0Hz) ; 7,04 (1H, d1=9,0 Hz) ; 7,43 (1H, s) ; 7,79
(1H, s) ; 8,47 (1H, dJ = 9,0 Hz).

RMN *3C (100 MHz, DMSOs) : 14,4 ; 23,3 (2C) ; 27,9 (GHCH) ; 61,5 (CH) ; 113,2 ;
121,4;126,9 ; 135,4 (GHn) ; 123,1; 123,2 ;: 147,4 ; 147,7 ; 161,8{®.

Masse exacte (ES+) : calculée pousHG; °BrNO (M+H)" 294,0494 : trouvée 294,0494.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

7-Bromo-5-isopropyl-2-propoxyquinoléine (10)

I
Br N/ o/\/
C15H18BrNO
M = 308,21 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptepacde la 2-éthoxy-5-isopropylquinoléine
7 ; 7-bromo-5-(propen-2-yl)-2-propoxyquinoléi®e(426 mg ; 1,39 mmol) ; le compod®
(376 mg ; 1,22 mmol ; 88%) est obtenu sous fornua dolide blanc.

F =39-41 °C.

IR (ATR) : 1605, 1312, 1287, 1256 &m

RMN *H (400 MHz, DMSO#) : 1,00 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,30 (6H, d) = 7,0 Hz) ; 1,78
(2H, sextJ = 7,0 Hz) ; 3,67 (1H, hepd,= 7,0 Hz) ; 4,35 (2H, t) = 6,5 Hz) ; 7,05 (1H, d] =
9,0Hz) ;7,42 (1H,d)=1,5Hz); 7,79 (1H, d = 1,5 Hz) ; 8,47 (1H, d = 9,0 Hz).

RMN 3C (100 MHz, DMSOde) : 10,4 ; 23,3 (2C) : 28,0 (GHCH) ; 21,7 ; 67,2 (CH ;
113,1;123,2;126,9; 135,4 (GHh) ; 121,4 ; 123,1; 147,4 ; 147,7 ; 162,Q:{Q.

Masse exacte (ES+) : calculée pougHGo “BrNO (M+H)* 308,0650 ; trouvée 308,0639.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

Trifluoroacétate de 1-méthyl-1-(2-oxo-1,2-dihydroqinolin-5-yl)éthyle (11)

OCOCF,

X
N
H

C14H12F3NO3
M = 229,25 g.mof

A une solution de NaBH(65 mg ; 1,72 mmol ; 3,5 équiv.) dans le TFA (5mB), a 0 °C et
sous atmosphére inerte, est ajoutée une soluti@omeoséN (100 mg ; 0,49 mmol) dans le
CHCl, (5 mL). Apres 1,5 h d’agitation a température ante#, une solution aqueuse de
NaOH 1 M (8 mL) est ajoutée puis le mélange estaéxau CHCI,. Les phases organiques
sont rassemblées, séchées sur MgR@s évaporées sous pression réduite. Le résithnob
est purifié par chromatographie sur gel de sillasH (cyclohexane/AcOEt, 1:1 & 3:7) ce qui
permet d’obtenir le compodd en mélange avec le compd3éans un rapport ~1:1 (35 mg —
rapport déterminé d’aprés le spectre de RN

RMN *H (400 MHz, DMSO¢e) : 1,99 (6H, s) ; 6,55 (1H, d,= 10 Hz) ; 7,30 (1H, d] = 7,5
Hz) ; 7,36 (1H, dJ = 8 Hz) ; 7,52 (1H, tJ = 8 Hz) ; 8,21 (1H, dJ = 10 Hz) ; 11,91 (1H, se).
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2,2’-Diéthoxy-5,5’-diisopropyl-3,7’-biquinoléine (12)

CogH3oN202
M = 428,57 g.mof

Etape 1. Une solution de diisopropylamine (472 ; 3,34 mmol ; 4 équiv.) dans le THF
anhydre (1,5 mL) est refroidie a —5 °C avant additjoutte a goutte de n-BulLi (2,5 M dans
'hexane ; 1,24 mL ; 3,20 mmol ; 3,7 équiv.). Lelamge est agité 1 h a -5 °C puis ajouté
goutte a goutte a une solution refroidie a —78 °@alaposér (180 mg ; 0,84 mmol) et de
triisopropylborate (772L ; 3,34 mmol ; 4 équiv.) dans le THF anhydre (5. Le mélange
réactionnel est agité 4 h a —78 °C puis laissé nten@ température ambiante et agité pendant
15 h. Aprés addition d’'une solution aqueuse satul@e\NHCI, le mélange est extrait a
I'AcOEt. Les phases organiques sont rassembléebgegé sur MgS©Opuis évaporées sous
pression réduite ce qui permet d’obtenir I'acidedmaque intermédiaire (282 mg).

Etape 2. A une solution de quinoléine brom@¢148 mg ; 0,50 mmol) dans le THF (4,5 mL)
sont ajoutés du Pd&{PPh), (17,5 mg ; 25umol ; 5 mol%), une solution aqueuse deCla;

2 M (1,23 mL; 2,5 mmol ; 5 équiv) ainsi que I'agiboronique obtenu a I'étape 1 (260 mg).
Le mélange est agité sous irradiation micro-on@8s’°C, R.ax = 50 W, Riy) pendant 20 min,
versé dans I'eau puis extrait a 'AcOEt. Les phasgmniques sont rassemblées, séchées sur
MgSO, puis évaporées sous pression réduite. Le résidenobtest purifié par
chromatographie sur gel de silice flash (cyclohekar@Et, 100:0 a 99,8:0,2) ce qui permet
d’obtenir le dimérdl2 (165 mg ; 0,39 mmol ; 77%) sous forme d’un sobtinc.

F = 122-125 °C.

IR (ATR) : 1608, 1261, 1254, 1046 €m

Masse exacte (ES+) : calculée pougHaN-O, (M+H)" 429,2542 : trouvée 429,2539.
RMN *H (400 MHz, acétonels) : 1,39-1,45 (18H, m) ; 3,79 (1H, hept= 7,0 Hz) ; 3,87
(1H, hept,d = 7,0 Hz) ; 4,54 (2H, q] = 7,0 Hz) ; 4,59 (2H, q] = 7,0 Hz) ; 6,99 (1H, d] =
9,0 Hz) ; 7,41 (1H, d) = 7,0 Hz) ; 7,64 (1H, t) = 8,0 Hz) ; 7,70 (1H, d] = 8,0 Hz) ; 7,77
(1H,s); 7,91 (1H, s) ; 8,50 (1H, d= 9,0 Hz) ; 8,56 (1H, S).

RMN *3C (100 MHz, acétones) : 14,87 ; 14,88 ; 23,98 (2C) ; 24,03 (2C) (H62,1 ; 62,4
(CHy) ; 29,0 ;29,2 (CH) ; 113,5; 121,0 ; 122,9 ; B5126,6 ; 130,3 ; 135,1 ; 135,4 (G
:123,1:124,2 :126,5;139,3 ; 145,2 ; 146,47,5 ; 148,2 ; 159,6 ; 162,7 {&n).

Masse exacte (ES+) : calculée pougHGaN.O, (M+H)" 429,2542 : trouvée 429,2539.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5,5-Diisopropyl-2,2’-dipropoxy-3,7’-biquinoléine (13)

C30H36N202
M = 456,62 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépade la 2-éthoxy-5-isopropylquinoléine
12 ; composél0 (89 mg ; 0,29 mmol) ; le compod8 (88 mg ; 0,19 mmol ; 67%) est obtenu
sous forme d’un solide blanc.

F=110-116 °C.
IR (ATR) : 1607, 1409, 1265, 1252 €m

RMN H (400 MHz, acétonek) : 1,05 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,06 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,41
(6H, d,J = 7,0 Hz) ; 1,43 (6H, d] = 7,0 Hz) ; 1,79-1,91 (4H, m) ; 3,79 (1H, heps 7,0 Hz)

+ 3,87 (1H, hept) = 7,0 Hz) ; 4,45 (2H, t = 6,5 Hz) ; 4,50 (2H, t} = 6,5 Hz) ; 7,01 (1H, d,
J=9,0Hz); 7,41 (1H, d) = 7,0 Hz) ; 7,64 (1H, t) = 8,0 Hz) ; 7,71 (1H, dJ = 8,0 H2) ;

7,75 (1H, s) ; 7,92 (1H, s) ; 8,51 (1H,Jk 9,0 Hz) ; 8,55 (1H, S).

RMN *3C (100 MHz, acétone) : 10,8 ; 11,2 ; 23,95 (2C) ; 24,03 (2C) (§H 22,98 ; 23,00
© 67,9 : 68,3 (Ch) ; 29,0 ; 29,2 (CH) ; 113,5; 121,0 ; 122,8 ; B5126,7 ; 130,3 ; 135,1 ;

135,5 (CHrom) ; 123,1; 124,1 ; 126,6 ; 139,4 ; 145,3 ; 146)47,5 ; 148,2 ; 159,7 ; 162,8
(Caronb-

Masse exacte (ES+) : calculée poysHG;N-O, (M+H)" 457,2855 : trouvée 457,2845.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2,2’-Diéthoxy-5'-isopropyl-3,7’-biquinoléine (14)

CasH26N202
M = 386,49 g.mof*

Procédure expérimentale analogue a celle de ptéepacde la 2-éthoxy-5-isopropylquinoléine
12 ; composé® (88 mg ; 0,30 mmol) ; le compodd (79 mg ; 0,20 mmol ; 68%) est obtenu
sous forme d’un solide blanc.

F =85-87 °C.
IR (ATR) : 1604, 1409, 1342, 1294, 1264, 1255, 16w’

RMN *H (400 MHz, acétonels) : 1,40-1,46 (12H, m) ; 3,78 (1H, hept= 7,0 Hz) ; 4,53
(2H, 9,J=7,0 Hz) ; 4,60 (2H, 9] = 7,0 Hz) ; 6,99 (1H, d)= 9,0 Hz) ; 7,46 (1H, 1) =75
Hz); 7,68 (1H, t)J = 7,5 Hz) ; 7,77 (1H, s) ; 7,84 (1H, 8= 8,5 Hz) ; 7,92 (1H, s) ; 7,96 (1H,
d,J=8,0 Hz) ; 8,35 (1H, s) ; 8,49 (1H, 8= 9,0 Hz).

RMN *3C (100 MHz, acétonds) : 14,85 ; 14,87 ; 24,0 (2C) (GH; 62,0 ; 62,6 (ChH) ; 29,2
(CH) ; 113,5; 122,7 ; 125,1 ; 126,5 ; 127,5 ; 728130,3 ; 135,4 ; 139,2 (GKn) ; 123,1 ;
126,5;127,1:138,9 ; 145,4 ; 146,9 ; 148,2 ;,16162,7 (Gon).

Masse exacte (ES+) : calculée pougG;N,O, (M+H)* 387,2073 ; trouvée 387,2061.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5'-Isopropyl-2,2’-dipropoxy-3,7’-biquinoléine (15)

Co7H30N202
M = 414,54 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépade la 2-éthoxy-5-isopropylquinoléine
12 ; composélO (164 mg ; 0,53 mmol) ; le compodé (109 mg ; 0,26 mmol ; 49%) est
obtenu sous forme d’une gomme blanche.

IR (ATR) : 1607, 1409, 1289, 1262, 1255¢tm

RMN *H (400 MHz, acétoneks) : 1,06 (6H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,43 (6H, d] = 6,5 Hz) ; 1,80—
1,91 (4H, m) ; 3,79 (1H, hepl,= 7,0 Hz) ; 4,44 (2H,{) = 6,5 Hz) ; 4,51 (2H, 1] = 6,5 HZz) ;

7,01 (1H, dJ = 9,0 Hz) ; 7,46 (1H, tJ = 7,5 Hz) ; 7,69 (1H, t) = 7,5 Hz) ; 7,76 (1H, S) ;
7,85 (1H, dJ=8,5Hz) ; 7,93 (1H, s) ; 7,97 (1H, 8= 8,0 Hz) ; 8,36 (1H, s) ; 8,50 (1H, d,
= 9,0 Hz).

RMN *°C (100 MHz, acétonds) : 10,8 ; 11,2 ; 24,0 (2C) (GH; 22,97 ; 22,99 ; 67,9 ; 68,5
(CH) : 29,2 (CH) ; 113,5 ; 122,6 ; 125,1 ; 126,7 ; B27128,7 ; 130,3 ; 1354 ; 139,2
(CHaron) ; 123,1;126,5; 127,1 ; 138,9 ; 145,4 : 146198,2 ; 160,3 ; 162,8 ().

Masse exacte (ES+) : calculée pousHziN.O, (M+H)" 415,2386 ; trouvée 415,2391.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2,2',2"-Triéthoxy-5,5’,5"-triisopropyl -3,7":3,7"-t erquinoléine (16)

Ca2H47N303
M = 641,84 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptepacde la 2-éthoxy-5-isopropylquinoléine
12 ; compos® (23 mg ; 0,078 mmol) ; le compo$6 (34 mg ; 0,053 mmol ; 68%) est obtenu
sous forme d’un solide blanc.

F = 98-104 °C.
IR (ATR) : 1609, 1251, 1047 ¢fn

RMN H (400 MHz, acétonek) : 1,39-1,50 (27H, m) ; 3,79 (1H, hept= 7,0 Hz) ; 3,88
(1H, heptJ = 7,0 Hz) ; 3,94 (1H, hepd,= 7,0 Hz) ; 4,55 (2H, q] = 7,0 Hz) ; 4,58—4,67 (4H,
m) ; 7,00 (1H, dJ = 9,0 Hz) ; 7,41 (1H, d] = 7,5 Hz) ; 7,64 (1H, t] = 8,0 Hz) ; 7,72 (1H, d,
J=8,5Hz); 7,81 (1H,s); 7,83 (1H, s) ; 7,95 (H); 7,99 (1H, s) ; 8,50 (1H, d= 9,0 Hz) ;

8,60 (2H, s).

RMN 3C (100 MHz, acétones) : 14,88 ; 14,90 ; 14,92 ; 24,00 (2C) ; 24,04 (2@4,1 (2C)
(CHs) ; 62,1 ; 62,5 ; 62,6 (CHI; 29,05 ; 29,14 ; 29,2 (CH) ; 113,5 ; 121,0 ; B2123,2 ;
125,8 ; 126,2 ; 126,6 ; 130,3 ; 134,9 ; 135,1 ;,438Hsom ; 123,1 ; 123,5; 124,2 ; 126,5 ;
126,7 ; 139,3 : 139,4 : 145,3 ; 145,6 ; 146,4 ;387 147,62 : 148,2 ; 159,6 ; 159,9 : 162,7

(Carom-

Masse exacte (ES+) : calculée poustGsNz0s (M+H)" 642,3696 ; trouvée 642,3679.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5,5',5"-Triisopropyl-2,2’,2"-tripropoxy-3,7°:3,7”-t erquinoléine (17)

CusHs53N303
M = 683,92 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptepacde la 2-éthoxy-5-isopropylquinoléine
12 ; composélO (29 mg ; 0,094 mmol) ; le compod€ (32 mg ; 0,047 mmol ; 50%) est
obtenu sous forme d’un solide blanc.

F=89-91 °C.
IR (ATR) : 1609, 1559, 1506, 1456, 1258tm

RMN 'H (400 MHz, acétonek) : 1,04—1,11 (9H, m) ; 1,41-1,50 (18H, m) ; 1,8821(6H,
m) ; 3,81 (1H, hept) = 7,0 Hz) ; 3,89 (1H, hepd,= 7,0 Hz) ; 3,95 (1H, hepd = 7,0 Hz) ;
4,46 (2H,tJ=6,5Hz); 4,52 (2H,  =6,5 Hz) ; 4,55 (2H, § = 6,5 Hz) ; 7,02 (1H, d] =

9,0Hz) ;7,42 (1H,d)=7,0Hz); 7,65 (A1H,tJ=75Hz); 7,72 (1H, d] = 8,0 Hz) ; 7,79
(AH, s) ; 7,82 (1H, s) ; 7,96 (1H, s) ; 8,00 (1M; 8,52 (1H, d,J = 9,0 Hz) ; 8,60 (2H, s).

RMN *°C (100 MHz, acétones) : 10,8 ; 11,20 ; 11,21 ; 23,96 (2C) ; 24,04 (2@%,1 (2C)
(CHs) ; 22,98 ; 23,01 ; 23,03 ; 67,9 ; 68,37 ; 68,4#4C; 29,1 ; 29,2 : 29,3 (CH) ; 113,5 ;
121,0 ; 122,8; 123,1 ; 125,8 ; 126,3 ; 126,7 ;,33035,0 ; 135,1 ; 135,5 (Gld) ; 123,1 ;
123,5;124,2 ; 126,6 ; 126,8 ; 139,3 ; 139,4 ; 345,456 ; 146,4 ; 147,57 ; 147,63 ; 148,2 ;
159,7 ; 160,0 ; 162,9 (.

Masse exacte (ES+) : calculée pougHGsNz0s (M+H)" 684,4165 ; trouvée 684,4173.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2,2',2"-Triéthoxy-5’,5"-diisopropyl-3,7’:3,7"-terqu inoléine (18)

C39H41N303
M = 599,76 g.mof"

Procédure expérimentale analogue a celle de ptepacde la 2-éthoxy-5-isopropylquinoléine
12 ; compos® (21 mg ; 0,071 mmol) ; le compo%8 (31 mg ; 0,052 mmol ; 72%) est obtenu
sous forme d’un solide blanc.

F = 90-92 °C.
IR (ATR) : 1608, 1253, 1047 ¢fn

RMN H (400 MHz, acétoneks) : 1,41-1,50 (21H, m) ; 3,80 (1H, heptz 7,0 Hz) ; 3,94
(1H, heptJ = 7,0 Hz) ; 4,55 (2H, ¢] = 7,0 Hz) ; 4,63 (4H, q] = 7,0 Hz) ; 7,00 (1H, d] =
9,0 Hz) ; 7,47 (1H, t) = 7,5 Hz) ; 7,70 (1H, ) = 7,5 Hz) ; 7,81 (1H, s) ; 7,84 (1H, s) ; 7,86
(1H, d,J = 8,5 Hz) ; 7,95 (1H, s) ; 7,97-8,01 (2H, m) ;B(@H, s) ; 8,51 (1H, d = 9,0 Hz) ;
8,60 (1H, s).

RMN 2C (100 MHz, acétones) : 14,89 (2C) ; 14,91 ; 24,0 (2C) ; 24,1 (2C) {FH62,1 ;
62,5 62,6 (Ch) ; 29,1 ; 29,2 (CH) ; 113,5 ; 122,9 ; 123,0 ; 125126,1 ; 126,6 ; 127,6 ;
128,8 ; 130,4 ; 134,9 ; 135,4 ; 139,2 () ; 123,1 ; 123,6 ; 126,5 ; 126,7 ; 127,1 ; 138,9 ;
139,3 ; 145,3 ; 145,7 ; 147,0 ; 147,6 ; 148,2 ;,25460,1 ; 162,7 (Gon).

Masse exacte (ES+) : calculée poysHGoNz0s (M+H)* 600,3226 ; trouvée 600,3231.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5’,5"-Diisopropyl-2,2’,2 -tripropoxy-3,7":3,7"-terq uinoléine (19)

Ca2H47N3O3
M = 641,84 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptéepacde la 2-éthoxy-5-isopropylquinoléine
12 ; composélO (18,5 mg ; 0,060 mmol) ; le compo&@ (36 mg ; 0,056 mmol ; 93%) est
obtenu sous forme d’un solide blanc.

F = 79-84 °C.
IR (ATR) : 1608, 1257, 1241 ¢fn

RMN *H (400 MHz, acétonek) : 1,04—1,11 (9H, m) ; 1,45 (6H, d= 7,0 Hz) ; 1,48 (6H, d,
J=7,0Hz);1,82-1,93 (6H, m) ; 3,80 (1H, hept 7,0 Hz) ; 3,95 (1H, hepd, = 7,0 Hz) ;
4,46 (2H,tJ=6,5Hz) ;4,54 (4H, Y=6,5Hz); 7,02 (1H, d)=9,0 Hz) ; 7,47 (1H, 1) =
75Hz) ;7,70 (AH,t)=75Hz); 7,79 (1H, s) ; 7,82 (1H, s) ; 7,86 (1KJ = 8,5 Hz) ; 7,96
(AH, s); 7,99 (1H, d) = 8,0 Hz) ; 8,02 (1H, s) ; 8,40 (1H, s) ; 8,52 (1HJ = 9,0 Hz) ; 8,59
(1H, s).

RMN *3C (100 MHz, acétonds) : 10,8 ; 11,19 ; 11,23 ; 24,0 (2C) ; 24,1 (2CHEE; 22,98 ;
23,00 (2C) : 67,9 ; 68,4 ; 68,5 (QH 29,19 : 29,25 (CH) ; 113,5 ; 122,8 ;: 122,9 512;
126,3 ; 126,7 ; 127,5 ; 128,7 ; 130,3 ; 135,0 ;,435.39,2 (CHom ; 123,1; 123,5; 126,5 ;
126,8 ; 127,1 ; 138,9 ; 139,3 ; 145,3 ; 145,7 ; 946147,6 ; 148,2 ; 160,0 ; 160,3 ; 162,8
(Carom)-

Masse exacte (ES+) : calculée poysHGsNz0s (M+H)" 642,3696 ; trouvée 642,3713.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2,2',2"-Triéthoxy-5,5’-diisopropyl-3,7':3,7"-terqui noléine (20)

C39H41N303
M = 599,76 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépade la 2-éthoxy-5-isopropylquinoléine
12 ; composéE (23 mg ; 0,091 mmol) ; le compo&® (37 mg ; 0,062 mmol ; 68%) est
obtenu sous forme d’un solide blanc.

F=72-76 °C.
IR (ATR) : 1609, 1448, 1301, 1252, 1242, 1045'cm

RMN *H (400 MHz, acétonek) : 1,39-1,51 (21H, m) ; 3,83-4,00 (2H, m) ; 4,361(q,J =7
Hz) ; 4,62 (2H, q) = 7 Hz) ; 4,64 (2H, q) = 7 Hz) ; 6,99 (1H, d) = 8,5 Hz) ; 7,42 (1H, d]
=75Hz) ;7,65 (1H,t)=7,5Hz) ;7,72 (1H, d] = 8,5 Hz) ; 7,80-7,84 (1H, m) ; 7,83 (1H,
s); 7,93 (1H, d) = 8,5 Hz) ; 7,99 (1H, s) ; 8,11 (1H, s) ; 8,23 (1J = 8,5 Hz) ; 8,60 (2H,
S).

RMN 13C (100 MHz, acétones) : 14,83 ; 14,85 ; 14,92 ; 24,0 (2C) ; 24,1 (2CH§) ; 62,2 ;
62,5 ;62,6 (CH) ; 29,07 ; 29,13 (CH) ; 114,2 ; 121,0 ; 123,358, 126,2 ; 126,7 ; 127,9 ;
128,5; 130,3 ; 135,1; 135,2 ; 139,5 (fh) ; 123,5; 124,2 ; 125,3 ; 126,4 ; 126,5 ; 139,49
139,55 ; 145,6 ; 146,4 ; 147,5 ; 147,6 ; 147,79,85 159,8 ; 163,3 (Gom).

Masse exacte (ES+) : calculée poysHG:Nz0s (M+H)* 600,3226 ; trouvée 600,3223.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5,5'-Diisopropyl-2,2’,2”-tripropoxy-3,7°:3,7"-terqu inoléine (21)

Ca2H47N303
M = 641,84 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptepacde la 2-éthoxy-5-isopropylquinoléine
12 ; compos& (31 mg ; 0,12 mmol) ; le compog4 (52 mg ; 0,081 mmol ; 70%) est obtenu
sous forme d’un solide blanc.

F=71-73 °C.
IR (ATR) : 1609, 1449, 1262, 1241 &m

RMN 'H (400 MHz, acétones) : 1,02-1,11 (9H, m) ; 1,42 (6H, d= 6 Hz) ; 1,47 (6H, dJ
= 6,5 Hz) ; 1,80-1,92 (6H, m) ; 3,83-4,00 (2H, M)46 (2H, tJ = 6,5 Hz) ; 4,52 (2H, 1] =
7 Hz); 4,54 (2H, t) = 7 Hz) ; 7,00 (1H, dJ = 9 Hz) ; 7,42 (1H, dJ = 7 Hz) ; 7,65 (1H, t] =
7,5 Hz) ; 7,72 (1H, d) = 8 Hz) ; 7,81 (1H, s) ; 7,80—7,84 (1H, m) ; 78, d,J = 8 HZ) ;
7,99 (1H, s) ; 8,13 (1H, s) ; 8,23 (1H,J05 8,5 Hz ) ; 8,59 (1H, s) ; 8,60 (1H, s).

RMN *°C (100 MHz, acétones) : 10,8 ; 11,1 ; 11,2 ; 24,04 (2C) ; 24,06 (2CHEL; 22,95
(2C) ; 23,03 ; 68,1 ; 68,37 ; 68,42 (@H 29,1 ; 29,2 (CH) ; 114,2 ; 121,0 ; 123,1 ; 5,
126,3 ; 126,6 ; 127,8 ; 128,6 ; 130,3 ; 135,1 (2a39,5 (CHron) ; 123,5 ; 124,2 ; 1253 ;
126,4 ; 126,6 ; 139,48 ; 139,49 ; 145,6 ; 146,47, ; 147,6 ; 147,7 ; 159,7 : 160,0 ; 163,4

(Carom-

Masse exacte (ES+) : calculée poustGsNz0s (M+H)" 642,3696 ; trouvée 642,3707.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5-(Propén-2-yl)-2-(pyrrolidin-1-yl)quinoléine (22)

=
0

CieH18N>
M = 238,33 g.mof*

Un mélange de 2-chloro-5-(propen-2-yl)quinoléRd30 mg ; 0,15 mmol) et de pyrrolidine
(0,5 mL) est porté a reflux pendant 1 h. Aprésaidfssement, de I'eau est ajoutée puis le
mélange est extrait a '’AcOEt. Les phases orgasigoat rassemblées et sechées sur MgSO
Aprés évaporation du solvant, le résidu obtenupesifié par chromatographie sur gel de
silice flash (cyclohexane/AcOEt, 8:2) pour obtel@rcomposé22 (35 mg ; 0,15 mmol ;
100%) sous forme d’un solide blanc.

F =70-72 °C.

IR (ATR) : 1609, 1517, 1425 ch

RMN *H (400 MHz, DMSO#) : 1,94-2,01 (4H, se) : 2,13 (3H, s) ; 3,49-3&H,(se) ; 4,93
(1H, s) ; 5,40 (1H, s) ; 6,86 (1H, 3= 9 Hz) ; 6,96-7,02 (1H, m) ; 7,40—7,48 (2H, n®)Q5
(1H, d,J = 9 Hz).

RMN *3C (100 MHz, DMSOd) : 25,0 (CH) ; 25,1 (2C) ; 46,5 (2C) (Cii; 110,5 ; 119,5 ;
124,9 ; 128,7 ; 134,4 (GH) ; 116,3 ;119,3 ; 141,7 ; 143,5 ; 148,4 ; 155CH,, Caron).

Masse exacte (ES+) : calculée pougtGoN, (M+H)" 239,1548 ; trouvée 239,1546.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

7-Bromo-5-(propen-2-yl)-2-(pyrrolidin-1-yl)quinoléine (23)

7
Br N I\O

C15H17BFN2
M = 317,22 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de pitépau compos2 ; 7-bromo-2-chloro-
5-(propen-2-yl)quinoléin& (100 mg ; 0,35 mmol), pyrrolidine (1 mL), 2 h, ohmatographie
(cyclohexane/AcOEt, 95:5) ; le compo28 (105 mg ; 0,33 mmol ; 94%) est obtenu sous
forme d’un solide blanc.

F =103-106 °C.

IR (ATR) : 1610, 1518, 1453, 1409 €m

RMN 'H (400 MHz, DMSOe) : 1,94-2,01 (4H, se) ; 2,12 (3H, s) ; 3,49-344,(se) ; 4,97
(AH, s) ; 5,43 (1H, s) ; 6,90 (1H, 3~ 9,5 Hz) ; 7,11 (1H, s) ; 7,60 (1H, s) ; 8,00 (THJ =

9,5 Hz).

RMN *3C (100 MHz, DMSOds) : 24,6 (CH) ; 24,9 (2C) ; 46,5 (2C) (Ci{; 111,0 ; 121,95 ;
126,5 ; 134,3 (CHom ; 117,1;118,1; 121,91 ; 142,1 ; 143,6 ; 149,85,4 (=CH, Caron).

Masse exacte (ES+) : calculée pougtGs Br N, (M+H)" 317,0653 ; trouvée 317,0647.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5-Isopropyl-2-(pyrrolidin-1-yl)quinoléine (24)

>

CieH20N2
M = 240,34 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacu compos& ; compos&2 (175 mg

; 0,73 mmol), Pt®(16,7 mg ; 0,074 mmol ; 10 mol%), AcOEt (10 mL}Ichromatographie
(cyclohexane/AcOEt, 8:2) ; le compo&4 (176 mg ; 0,73 mmol ; 100%) est obtenu sous
forme d’un solide blanc.

F = 64-69 °C.

IR (ATR) : 1612, 1522, 1428 cf

RMN *H (400 MHz, DMSOsk) : 1,28 (6H, dJ = 6,5 Hz) ; 1,94-2,01 (4H, se) : 3,49-3,56
(4H, se) ; 3,59 (1H, hepd,= 7 Hz); 6,87 (1H, d)J=9 Hz) ; 7,07 (1H, d) = 7 Hz) ; 7,36-7,46
(2H, m) ; 8,23 (1H, dJ = 9 Hz).

RMN **C (100 MHz, DMSOdg) : 23,5 (2C) (CH) ; 25,0 (2C) ; 46,4 (2C) (CH{; 27,6 (CH) ;
110,0 ; 116,8 ; 124,0 ; 128,9 ; 132,5 (k) ; 119,8 ; 144,6 ; 148,4 ; 154,746).

Masse exacte (ES+) : calculée pougHGiN, (M+H)" 241,1705 ; trouvée 241,1696.

202



Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

7-Bromo-5-isopropyl-2-(pyrrolidin-1-yl)quinoléine (25)

P
Br N D

ClengBer
M = 319,24 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacu compos& ; compos&3 (240 mg

; 0,76 mmol), Pt®(17,2 mg ; 0,076 mmol ; 10 mol%), AcOEt (10 mL},2chromatographie
(cyclohexane/AcOEt, 7:3) ; le compad® (187 mg ; 0,58 mmol ; 77%) est obtenu sous forme
d’un solide blanc.

F =66-70 °C.

IR (ATR) : 1612, 1520, 1387 cfn

RMN *H (400 MHz, DMSOsk) : 1,27 (6H, dJ = 6,5 Hz) ; 1,93-2,01 (4H, se) : 3,48-3,56
(4H, se) ; 3,59 (1H, hepd,= 6,5 Hz); 6,89 (1H, d] = 9,5 Hz) ; 7,13 (1H, s) ; 7,54 (1H, S) ;
8,22 (1H, dJ = 9,5 Hz).

RMN *C (100 MHz, DMSOdg) : 23,3 (2C) (CH) ; 25,0 (2C) ; 46,4 (2C) (CH; 27,7 (CH) ;
110,7 ; 119,9 ; 125,7 ; 132,7 (GH) ; 118,6 ; 122,6 ; 147,3 ; 149,5 ; 155,2.{f.

Masse exacte (ES+) : calculée pougHGo *Br N, (M+H)* 319,0810 ; trouvée 319,0815.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

7-Bromo-2-morpholin-4-yl-5-(propén-2-yl)quinoléine(26)

C16H17BrNO
M = 333,22 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de pitépau compos2 ; 7-bromo-2-chloro-
5-(propen-2-yl)quinoléin& (200 mg ; 0,71 mmol), morpholine (1 mL), 1 h, ahedographie
(cyclohexane/AcOEt, 95:5 a 8:2) ; le comp@8&214 mg ; 0,64 mmol ; 91%) est obtenu sous
forme d’un solide blanc.

F=73-76°C.

IR (ATR) = 1609, 1509, 1242, 1121 &m

RMN *H (400 MHz, DMSOe) : 2,13 (3H, s) : 3,62-3,76 (8H, m) ; 4,96-5,0H(In) ;
5,42-5,47 (1H, m) ; 7,21 (1H,d~= 2 Hz) ; 7,26 (1H, d)=9,5Hz) ; 7,66 (1H, d = 1,5 Hz)

; 8,07 (1H, dJ = 9,5 Hz).

RMN *3C (100 MHz, DMSOds) : 24,6 (CH) ; 44,8 (2C) ; 66,0 (2C) (C#i; 110,2 ; 123,1 ;
126,9 ; 135,1 (CHom ; 117,4; 118,8 ; 122,1 ; 141,9 ; 143,5 ; 148157,3 (=CH, Caron).

Masse exacte (ES+) : calculée pougHGs "BrN,O (M+H)* 333,0602 ; trouvée 333,0586.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

7-Bromo-5-isopropyl-2-morpholin-4-ylquinoléine (27)

C16H19BrNO
M = 335,24 g.mof*

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacu compos& ; compos&6 (200 mg
; 0,60 mmol) ; Pt@(13,6 mg, 0,060 mmol, 10 mol%) ; le comp@3§146 mg ; 0,44 mmol ;
73%) est obtenu sous forme d’un solide blanc.

F = 64-65 °C.

IR (ATR) = 1607, 1509, 1240, 1233, 1122, 1115'cm

RMN *H (400 MHz, DMSO#) : 1,28 (6H, dJ) = 7 Hz) ; 3,56-3,69 (5H, m) ; 3,69-3,75 (4H,
m): 7,22 (1H, dJ = 2 Hz) ; 7,26 (1H, dJ = 9,5 Hz) ; 7,59 (1H, d] = 1,5 Hz) ; 8,29 (1H, d]
= 9,5 Hz).

RMN 13C (100 MHz, DMSO#) : 23,2 (2C) (CH) : 44,8 (2C) ; 66,0 (2C) (CHi: 27,7 (CH) :
109,9 : 121,1 : 126,1 : 133,5 (GH) ; 119,3 : 122,8 : 147,3 ; 148,5* ; 157,1a(f).
*Déterminé d'aprés une expérience HMBGC.

Masse exacte (ES+) : calculée pougHGo “BrN,O (M+H)" 335,0759 ; trouvée 335,0764.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2-Chloro-5-isopropylquinoléine (28)

X

G

N Cl

C1.H1.CIN
M = 205,68 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de pitégpadu composé ; 2-chloro-5-(propén-
2-yl)quinoléinerR (132 mg ; 0,65 mmol), PEJ14,7 mg ; 0,065 mmol ; 10 mol%), AcOEt (10
mL), 1 h, chromatographie (cyclohexane/AcOEt, 98i2)compos&8 (90 mg ; 0,44 mmol ;
68%) est obtenu sous forme d’une huile incolore.

IR (ATR) : 1586, 1570, 1494, 1147, 1118tm

RMN *H (400 MHz, DMSOé) : 1,32 (3H, d,J = 6,5 Hz) ; 3,73 (1H, hepl,= 6,5 Hz) ; 7,53—
7,62 (2H, m) ; 7,74-7,84 (2H, m) ; 8,67 (1H,Jd; 9 Hz).

RMN *3C (100 MHz, DMSO) : 23,5 (2C) (CH) ; 27,8 (CH) ; 121,9 ; 123,0 ; 126,0 ; 130,8
:136,1 (CHyon) ; 124,7 ; 145,6 ; 147,8 ; 149,346).

Masse exacte (ES+) : calculée pousHGs>>CIN (M+H)* 206,0737 ; trouvée 206,0732.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

7-Bromo-2-chloro-5-isopropylquinoléine (29)

X

=

Br N Cl

CioH nBrCIN
M = 284,58 g.mof*

Procédure expérimentale analogue a celle de pitépachu composé& ; 7-bromo-2-chloro-5-
(propen-2-yl)quinoléines (300 mg ; 1,06 mmol), PE&O(36 mg ; 0,16 mmol ; 15 mol%),
AcOEt (16 mL), 2 h, chromatographie (cyclohexan€kt, 99:1) ; le compos&d (267 mg ;
0,94 mmol ; 88%) est obtenu sous forme d’'un sdiidec.

F = 42-46 °C.

IR (ATR) : 1592, 1584, 1122 ¢

RMN H (400 MHz, DMSO¢) : 1,32 (3H, dJ = 6,5 Hz) ; 3,74 (1H, hepl,= 6,5 Hz) ; 7,62—
7,67 (LH, m) ; 7,65 (1H, s) ; 8,05 (1H, m) ; 8,881(d,J = 9 Hz).

RMN 3C (100 MHz, DMSOd) : 23,2 (2C) (CH) ; 28,0 (CH) ; 122,6 ; 126,4 ; 128,0 ; 136,5
(CHarom) : 123,7 : 124,5 ; 148,2 ; 148,4 : 150,6.{8).

Masse exacte (ES+) : calculée poustG, “Br°CIN (M+H)" 283,9842 ; trouvée 283,9842.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2,2’-Dichloro-5’-isopropyl-3,7’-biquinoléine (30)

C21H16CI2N2
M = 367,27 g.mof

Un ballon contenant diert-butanolate de potassium (23 mg ; 0,205 mmol ety&v.) et du
PEPPSIr (9,5 mg ; 0,014 mmol ; 10 mol%) est purgé agber avant I'introduction
d’isopropanol (0,3 mL). Aprés 10 min d’agitatiorieanpérature ambiante, I'acide boronique
A’ (49 mg ; 0,24 mmol ; 1,7 équiv.) puis le comp@9440 mg ; 0,141 mmol ) et du THF
(0,5 mL) sont ajoutés au milieu réactionnel. Aptds d’agitation a température ambiante, de
'eau est ajoutée puis le mélange est extrait ac@Bt. Les phases organiques sont
rassemblées, séchées sur MgPOis évaporeées sous pression réduite. Le résithnolest
purifié par chromatographie sur gel de silice flésyclohexane/AcOEt 99:1 a 95 :5) ce qui
permet d’obtenir le compo$® (22 mg ; 0,060 mmol, 43%) sous forme d’un solicenbl

F =55-59 °C.
IR (ATR) : 1616, 1587, 1558, 1486 ¢m

RMN 'H (400 MHz, CDC}) : 1,45 (6H, dJ = 6,5 Hz) ; 3,72 (1H, hepd, = 6,5 Hz) ; 7,48
(1H, d,J =9,0 Hz) ; 7,63 (1H, t) = 7,5 Hz) ; 7,69 (1H, s) ; 7,80 (1H,X= 7,5 Hz) ; 7,89
(1H, d,J = 8 Hz) ; 8,03 (1H, s) ; 8,11 (1H, d= 8,5 Hz) ; 8,23 (1H, s) ; 8,46 (1H, #= 9
Hz).

RMN *3C (100 MHz, CDGJ) : 23,7 (2CH) ; 28,9 (CH) ; 122,6 ; 124,8 ; 127,6 ; 127,7 ; B7
©128,6 ; 131,0 ; 134,9 ; 139,3 (Gkh) ; 124,8 ; 127,3 ; 134,2 ; 139,9 ; 1454 ; 1471385 ;
149,3 ; 151,0 (Gom).

Masse exacte (ES+) : calculée poutHG/N.Cl, (M+H)* 367,0769 ; trouvée 367,0766.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

7-Bromo-2’-chloro-5-isopropyl-2,3’-biquinoléine (3)

C21HleBrC|N 2
M = 411,72 g.mof

A une solution d’acide boronigu& (30 mg ; 0,145 mmol) dans le THF (0,5 mL) sonutés

la quinoléine29 (41 mg, 0,144 mmol) dans le THF (0,5 mL), une sotuaqueuse de NGO;

2 M (0,29 mL ; 0,58 mmol ; 4 équiv.) puis le Pd(BR(B,3 mg ; 0,0072 mmol ; 5 mol%). Le
meélange est agité 1 h a température ambiante, darse I'eau puis extrait a I'AcOEt. Les
phases organiques sont rassemblées, séchées sOy, blgS évaporées sous pression réduite.
Le résidu obtenu est purifié par chromatographiegelide silice flash (cyclohexane/AcOEt,
99:1 a 9:1) ce qui permet d’'obtenir le compB4éen mélange avec le diméB8® dans un
rapport ~92:8 (14 mg — rapport déterminé d’aprésplectre de RMNH)

IR (ATR) : 1597, 1590, 1368, 1134, 1112, 1008'cm

RMN *H (400 MHz, CDCY) : 1,45 (6H, dJ = 7 Hz) ; 3,73 (1H, hepl = 7 Hz) ; 7,60-7,62
(AH, m) ; 7,63 (1H, ddd); =8 Hz,J, =7 Hz,J3=1 Hz) ; 7,81 (1H, ddd}; = 8,5 Hz,J, = 7
Hz,J;=1,5Hz); 7,91-7,96 (2H, m) ; 8,11 (1H,Jds 8,5 Hz) ; 8,26 (1H, s) ; 8,51-8,55 (2H,
m).

RMN 3C (100 MHz, CDCJ) : 23,6 (2CH) ; 28,8 (CH) ; 122,6 ; 126,9 ; 127,7 ; 128,3 ; 528
;130,1;131,4;132,2; 140,6 (k) ; 124,3 ; 124,6 ; 127,3 ; 147,2 ; 147,7 ; 148149,4 ;
156,0 (Grom). Un CGyomn’est pas observé.

Masse exacte (ES+) : calculée pouiHG,; *Br¥°CIN, (M+H)" 411,0264 ; trouvée 411,0275.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2,2’-Dichloro-5’-isopropyl-3,2’:7’,3"-terquinoléine (32)

Cs30H21Cl2N3
M = 494,41 g.mof

A une solution du composgd (50 mg ; 0,18 mmol) dans le THF (1 mL) sont ajsuté
PdCL(PPh), (6,2 mg ; 9umol ; 5 mol%), une solution aqueuse de,8i@ 2 M (350uL ;

0,70 mmol ; 4 équiv.) ainsi que l'acide boronighie (61 mg ; 0,35 mmol ; 2 équiv.). Le
mélange est agité sous irradiation micro-onde (6% = 50 W, R pendant 20 min, puis
versé dans l'eau et extrait a 'AcOEt. Les phasgmmiques sont rassemblées, séchées sur
MgSO, puis évaporées sous pression réduite. Le résidenobtest purifié par
chromatographie sur gel de silice flash (cyclohekar®@Et, 100:0 a 99:1) ce qui permet
d’obtenir le trimére82 (13 mg ; 0,026 mmol ; 15%) sous forme d’un sobtsnc.

F=76-82°C.
IR (ATR) : 1594, 1588, 1489, 1394, 1387, 1369'cm

RMN *H (400 MHz, acétonek) : 1,33 (6H, dJ = 6,5 Hz) ; 3,71 (1H, hepd,= 6,5 Hz) ; 7,46
(1H, s) ; 7,50 (1H, s) ; 7,67 (1H,x= 7,5 Hz) ; 7,77 (A1H, ) = 7,5 Hz) ; 7,83 (1H, t) = 7,5
Hz) ; 7,89-7,98 (3H, m) ; 8,07 (1H, @= 8 Hz) ; 8,16-8,24 (2H, m) ; 8,56 (1H, s) ; 8(3#!,

d,J=9Hz); 8,96 (1H, s).

RMN **C (100 MHz, acétones) : 23,6 (2C) (CH) ; 29,0 (CH) ; 122,3 : 126,8 ; 128,2 ; 128,6
:128,8:128,9 ; 129,3 ; 130,06 ; 130,13 ; 1311,81,7 ; 133,8 ; 138,6 ; 140,3 (Ghh) ; 124,2
:124,4 ; 128,1 ; 128,4 ; 134,2 ; 136,4 ; 147,98,4 ; 148,6 ; 149,5 ; 149,6 ; 156,2 ; 157,9
(Caronb-

Masse exacte (ES+) : calculée pousoHG: *Br*°CINsNa (M+Na) 560,0505 : trouvée
560,0523.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5’-Isopropyl-2,2’-dipyrrolidin-1-yI-3,7’-biquinoléi ne (33)

CogHzoN4
M = 436,59 g.mof*

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacu compos2 ; compose30 (18 mg
; 0,049 mmol), pyrrolidine (1 mL), 1 h, chromatoginge (cyclohexane/AcOEt, 8:2) ; le
compos&3 (20 mg ; 0,046 mmol ; 93%) est obtenu sous foriae dolide blanc.

F =92-95 °C.
IR (ATR) : 1609, 1435 cih

RMN *H (400 MHz, CDC}) : 1,34 (6H, dJ = 6,5 Hz) ; 1,71-1,77 (4H, m) ; 2,02—2,09 (4H,
m) ; 3,28-3,34 (4H, m) ; 3,56-3,70 (5H, m) ; 6,IA(d,J = 9 Hz) ; 7,18 (1H, s) ; 7,20 (1H,
t,J=7,5Hz); 7,53 (1H,t)=7,5Hz) ; 7,61 (1H, d = 8 Hz) ; 7,70 (1H, s) ; 7,77 (1H, 8=
8Hz); 7,89 (1H, s) ; 8,17 (1H,d= 9 Hz).

RMN C (100 MHz, acétonds) : 24,0 (2C) (CH) ; 26,16 (2C) ; 26,20 (2C) ; 47,4 (2C) ;
50,6 (2C) (CH) ; 28,9 (CH) ; 110,7 ; 119,3 ; 122,8 ; 124,8 ; 127128,3 ; 129,8 ; 133,2 ;
139,2 (CHyom) ; 120,1 ; 124,7 ; 127,9 ; 142,5 ; 145,6 ; 148150,2 ; 156,5 ; 156,8 (fon).

Masse exacte (ES+) : calculée pousHGaN, (M+H)™ 437,2705 ; trouvée 437,2726.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2-Chloro-5’-isopropyl-2’-morpholin-4-yl-3,7’-biquin oléine (34)

025H24C|N30
M = 417,93 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépadu compos@2 ; compos&0 (22 mg
; 0,060 mmol), morpholine (1 mL), 2 h, chromatogiepleyclohexane/AcOEt, 98:2 a 80:20)
; le compos&4 (12 mg ; 0,029 mmol ; 48%) est obtenu sous fortae dolide blanc.

F=77-82°C.

IR (ATR) : 1607, 1262, 1239 cf

RMN 'H (400 MHz, CDC}) : 1,41 (6H, dJ = 7 Hz) ; 3,65 (1H, hepd = 6,5 Hz) ; 3,71-3,77
(4H, m) ; 3,84-3,90 (4H, m) ; 7,04 (1H,3= 9,5 Hz) ; 7,37 (1H, s) ; 7,60 (1H,Jt= 7,5 Hz)

. 7,72 (1H, s) ; 7,77 (1H, 8 = 7,5 Hz) ; 7,86 (1H, d] = 8 Hz) ; 8,09 (1H, dJ = 8,5 Hz) ;
8,23 (1H, s) ; 8,28 (1H, d,= 9,5 Hz).

RMN C (100 MHz, CDGJ) : 23,8 (2C) (CH) ; 45,7 (2C) ; 67,0 (2C) (Cii; 28,7 (CH) ;
109,4;120,6 ; 125,9; 127,4 ; 127,7 ; 128,5;,63A33,4 ; 139,1 (CH) ; 120,9 ; 127,4*;
135,3 ; 138,8 ; 144,9 ; 147,1 ; 148,2 ; 149,8 ; 85(Com). *Déterminé d’aprés une
expérience HMBCH-C.

Masse exacte (ES+) : calculée pougHGs>"CIN3O (M+H)" 418,1686 ; trouvée 418,1683.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5’-isopropyl-2,2’-dimorpholin-4-yl-3,7’-biquinoléin e (35)

CooH32N4O2
M = 468,59 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépaidu compos2 ; composé0 (14,0
mg ; 0,038 mmol), morpholine (1 mL), 15 h, chronggiphie (cyclohexane/AcOEt, 9:1 a
7:3) ; le compos&5 (16 mg ; 0,034 mmol ; 90%) est obtenu sous forroe dolide jaune
pale.

F =108-112 °C.

IR (ATR) : 1607, 1407, 1242, 1234, 1120tm

RMN *H (400 MHz, CDCY) : 1,40 (6H, d,J = 6,5 Hz) ; 3,24-3,32 (4H, se) ; 3,59-3,68 (5H,
m) : 3,71-3,78 (4H, se) ; 3,85-3,92 (4H, se) ; 702, d,J = 9,5 Hz) ; 7,36 (1H, t] = 7 Hz)

£ 7,59 (1H, s) ; 7,61 (1H, §,= 7,5 Hz) ; 7,70 (1H, dl = 8 Hz) ; 7,79 (1H, s) ; 7,87 (1H, d=
8,5 Hz) ; 8,00 (1H, s) ; 8,25 (1H, di= 9,5 Hz).

RMN 3C (100 MHz, CDCJ) : 23,9 (2C) (CH) ; 45,6 (2C) ; 49,6 (2C) ; 67,0 (2C) ; 67,1 (2C)
(CHp) ; 28,7 (CH) ; 108,9 ; 119,1 ; 123,7 ; 124,3 ; #27127,5 ; 129,6 ; 133,5 ; 139,7
(CHarom) ; 120,6 ; 125,5 ; 128,7 ; 141,8 ; 144,9 ; 146189,1 ; 157,4 ; 158,7 {&n).

Masse exacte (ES+) : calculée pousHGaN4O, (M+H)" 469,2604 ; trouvée 469,2612.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2'-Chloro-5’-isopropyl-2-propoxy-3,7’-biquinoléine (36)

C24H25CIN;0
M = 390,91 g.mof

Etape 1. L’acide boroniquel’ est préparé selon la procédure décrite pour léhega du
COmMposélL2.

Un ballon contenant dtert-butanolate de potassium (43 mg ; 0,38 mmol ; t)Ew) et du
PEPPSIPr (17,4 mg ; 0,026 mmol ; 10 mol%) est purgé agba avant l'introduction
d’isopropanol (0,5 mL). Aprés 10 min d’agitationt@mpérature ambiante, une solution
d’acide boroniqud’ (118 mg ; 0,51 mmol ; 2 équiv.) dans le THF (0,5) puis le composé
29 (72 mg ; 0,25 mmol) sont ajoutés au milieu réact@nAprés une nuit d’agitation a
température ambiante, de I'eau est ajoutée puiselange est extrait a 'AcOEt. Les phases
organiques sont rassemblées, séchées sur Mpg&® évaporées sous pression réduite. Le
résidu obtenu est purifié par chromatographie slirdgesilice flash (cyclohexane/AcOEt,
100:0 a 99:1) ce qui permet d’obtenir le comp88é57 mg ; 0,15 mmol ; 58%) sous forme
d’'une gomme blanche.

IR (ATR) : 1616, 1441, 1273, 1263, 1241tm

RMN *H (400 MHz, CDC}) : 1,03 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,44 (6H, d] = 6,5 Hz) ; 1,85 (2H,

sext,J =7 Hz) ; 3,70 (1H, heptd = 6,5 Hz) ; 4,52 (2H, t) = 6,5 Hz) ; 7,38-7,45 (2H, m) ;
7,65 (1H, tJ = 7,5 Hz) ; 7,79 (1H, d) = 7,5 Hz) ; 7,85-7,90 (2H, m) ; 8,10 (1H, s) ;B,1
(1H, s) ; 8,42 (1H, dJ = 9 Hz).

RMN **C (100 MHz, CDGJ) : 11,0 ; 23,8 (2C) (CH ; 22,5 ; 68,1 (CH) ; 28,9 (CH) ; 122,0 ;

124,4 : 124,9 : 126,96 ; 127,01 ; 127,8 ; 129,84,1 ; 138,8 (CHon) ; 124,5; 125,5; 1259 ;
139,6 ; 144,5 ; 146,4 ; 148,8 ; 150,5 ; 159,540

Masse exacte (ES+) : calculée pousHG>°CIN,O (M+H)" 391,1577 ; trouvée 391,1565.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2'-Chloro-2-éthoxy-5,5’-diisopropyl-3,7’-biquinoléine (37)

Ca6H27CIN,O
M = 418,96 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépachu compos86 ; compos&9 (63 mg
; 0,221 mmol) , 4 h, chromatographie (cyclohexan®Bt, 100:0 a 99:1) ; le compo3é (55
mg ; 0,131 mmol ; 59%) est obtenu sous forme dalide blanc

F =34-37 °C.

IR (ATR) : 1611, 1451, 1439, 1386, 1265, 1244cm

RMN *H (400 MHz, CDC}) : 1,37-1,47 (15H, m) ; 3,61-3,77 (2H, m) ; 4,8Pi(q,J = 6,5

Hz) ;7,34 (1H, dJ = 7 Hz) ; 7,43 (1H, d) = 8,5 Hz) ; 7,61 (1H, 1) = 7,5 Hz) ; 7,73 (1H, d,
J=8,5Hz) ;7,95 (1H, s) ; 8,11 (1H, s) ; 8,4078(2H, m).

RMN *°C (100 MHz, CDCJ) : 14,8 ; 23,8 (2C) 23,9 (2C) (GH; 62,1 (CH) ; 28,76 ; 28,81
(CH) ; 120,3 ; 121,9 ; 125,16 ; 125,19 ; 126,7 9,82 134,8 (2C) (Ckon) ; 123,4 ; 124,5 ;
124,9 ;: 140,2 ; 144,4 ; 145,6 ; 147,0 ; 148,9 ;,45058,7 (Gon).

Masse exacte (ES+) : calculée pougHGs>"CIN,O (M+H)" 419,1890 ; trouvée 419,1889.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5’-Isopropyl-2-propoxy-2’-pyrrolidin-1-yl-3,7’-biqu inoléine (38)

CogH31N30
M = 425,57 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacdu compos@2 ; compose36 (45 mg
; 0,12 mmol), 1 h, chromatographie (cyclohexane/Bt®:1) ; le compos&8 (46 mg ; 0,11
mmol ; 94%) est obtenu sous forme d’un solide jguéle.

F=57-62 °C.

IR (ATR) : 1609, 1522, 1451, 1435, 1407, 1263'cm

RMN *H (400 MHz, acétonek) : 1,06 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,40 (6H, d] = 7 Hz) ; 1,84 (2H,
sext,J = 7 Hz) ; 2,02-2,07 (4H sous le signal du solvar)58-3,65 (4H, m) ; 3,71 (1H,
hept,J =7 Hz) ; 4,50 (2H, t)=6,5 Hz) ; 6,89 (1H, d] = 9,5 Hz) ; 7,44 (1H, ddd; = 8 Hz,
Jo=7Hz,J13=1Hz); 7,51 (1H,d)=15Hz); 7,66 (1H, ddd; = 8,5 Hz,J, =7 Hz,J3 =
1,5Hz) ;7,76 (1H, s) ; 7,83 (1H, 8= 8,5 Hz) ; 7,95 (1H, d]= 8 Hz) ; 8,27-8,31 (2H, m).
RMN °C (100 MHz, acétonds) : 11,3 : 24,0 (2C) (CH) ; 23,0 ; 26,1 (2C) ; 47,3 (2C) ; 68,4
(CHy) ; 29,1 (CH) ; 110,8 ; 119,8 ; 125,0 ; 126,0 ; B27 128,7 ; 130,1 ; 133,1 ; 139,0
(CHarom ; 120,6 ; 126,6 ; 127,8 ; 138,3 ; 145,0 ; 146180,1 ; 156,3 ; 160,4 (Gn).

Masse exacte (ES+) : calculée pougHzNzO (M+H)" 426,2545 ; trouvée 426,2564.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5’-Isopropyl-2’-morpholin-4-yl-2-propoxy-3,7’-biqui noléine (39)

C2gH31N302
M = 441,56 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacu compos@2 ; compose36 (35 mg
; 0,090 mmol), 3 h, chromatographie (cyclohexan&Bt; 95:5 a 80:20) ; le compo86 (34
mg ; 0,077 mmol ; 86%) est obtenu sous forme dalide blanc

F = 67-69 °C.
IR (ATR) : 1607, 1436, 1409, 1268, 1261, 1237, 1420

RMN *H (400 MHz, CDCY) : 1,04 (3H, tJ = 7 Hz) ; 1,40 (6H, dJ = 6,5 Hz) ; 1,84 (2H,
sext,J = 7 Hz) ; 3,64 (1H, hept] = 6,5 Hz) ; 3,69-3,76 (4H, m) ; 3,84-3,91 (4H, ;)50
(2H, 1,J=6,5 Hz) ; 7,01 (1H, dJ = 9,5 Hz) ; 7,39 (1H, t) = 7,5 Hz) ; 7,56 (1H, s) ; 7,62
(1H,t,J=7,5Hz); 7,76 (1H, dl = 8 Hz) ; 7,81 (1H, s) ; 7,87 (1H, 8= 8 Hz) ; 8,14 (1H, s)
8,25 (1H, dJ = 9,5 Hz).

RMN %C (100 MHz, CDQ) : 11,1 ; 23,8 (2C) (CH ; 22,5 ; 45,8 (2C) ; 67,1 (2C) ; 68,0
(CH,) ; 28,6 (CH) ; 109,0 ; 120,8 ; 124,2 ; 1255 : B6127,7 ; 129,4 ; 133,3 ; 138,4
(CHarom) ; 120,7 ; 125,6 ; 127,0 ; 138,4 ; 144,0 ; 146128,4 ; 157,4 ; 159,9 ().

Masse exacte (ES+) : calculée pougHG:Nz0, (M+H)" 4422495 ; trouvée 442,2492.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2-Ethoxy-5,5'-diisopropyl-2’-pyrrolidin-1-yl-3,7’-b iquinoléine (40)

C3oH35N30
M = 453,62 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacu compos@2 ; compose7 (25 mg
; 0,060 mmol), 1 h, chromatographie (cyclohexan@Bt 9:1) ; le composd0 (23 mg ;
0,051 mmol ; 85%) est obtenu sous forme d’une goliareche.

IR (ATR) : 1610, 1451, 1437, 1386, 1265tm

RMN 'H (400 MHz, acétonek) : 1,37-1,45 (15H, m) ; 2,01-2,09 (4H sous le aigu
solvant) ; 3,59-3,66 (4H, m) ; 3,71 (1H, hept, 7 Hz) ; 3,86 (1H, hepd =7 Hz) ; 4,58 (2H,
q,J=7Hz);6,91 (A1H, d)=9,5Hz); 7,39 (1H,d] =7 Hz) ; 7,52 (1H, s) ; 7,62 (1H,X=
8Hz); 7,69 (1H,dJ=8Hz); 7,73 (1H, s) ; 8,30 (1H, d= 9 Hz) ; 8,51 (1H, s).

RMN **C (400 MHz, acétones) : 14,9 ; 24,1 (4C) (CH) ; 29,0 ; 29,1 (CH) ; 26,2 (2C) ; 47,4
(2C) ; 62,4 (CH) ; 110,8 ; 120,1 ; 120,9 ; 125,8 ; 125,9 ; 1301133,1 ; 134,8 (Ckon) ;
120,6;124,2 ;127,2; 138,8 ; 144,9 ; 146,3 ;,44150,2 ; 156,3 ; 159,7 {fon).

Masse exacte (ES+) : calculée poysHeNzO (M+H)" 454,2858 ; trouvée 454,2868.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2-Ethoxy-5,5'-diisopropyl-2’-morpholin-4-yl-3,7’-bi quinoléine (41)

C3oH35N302
M = 469,62 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacu compos@2 ; compose7 (35 mg

; 0,084 mmol), 2 h, chromatographie (cyclohexan@Bt, 95:5) ; le composél (18 mg ;
0,038 mmol ; 46%) est obtenu sous forme d’un sdiidac.

F =62-67 °C.

IR (ATR) : 1607, 1434, 1409, 1266, 1244, 1237, 1427

RMN 'H (400 MHz, acétonek) : 1,37—1,46 (15H, m) ; 3,68-3,92 (10H, m) ; 488, q,J =
7 Hz) ; 7,25 (1H, d) = 9 Hz) ; 7,40 (1H, d) = 7 Hz) ; 7,60-7,66 (2H, m) ; 7,70 (1H,15 8
Hz); 7,78 (1H, s) ; 8,38 (1H, d,=9 Hz) ; 8,53 (1H, s).

RMN *3C (400 MHz, acétonds): 14,9 ; 24,0 (2C) ; 24,1 (2C) (GH; 46,4 (2C) ; 62,4 ; 67,4
(2C) (CH) ; 29,0 ; 29,1 (CH) ; 110,2 ; 120,9; 121,38 ; B5126,3 ; 130,2 ; 133,8 ; 134,9
(CHarom ; 121,36 ; 124,2 ; 126,9 ; 139,1 ; 144,9 ; 146147,5 ; 149,3 ; 158,3 ; 159,7 46)-

Masse exacte (ES+) : calculée poysHGeNz0, (M+H)* 470,2808 ; trouvée 470,2805.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2-Chloro-2’-éthoxy-5-isopropyl-3,7’-biquinoléine (42)

023H210|N20
M = 376,88 g.mof

Un mélange de compo84706 mg ; 2,40 mmol), d’acide boronigaé (623 mg ; 3,00 mmol

; 1,25 équiv.), de Pd(OAg){54 mg ; 0,24 mmol ; 10 mol%), detB()s (120uL ; 0,49 mmol ;
20 mol%) et de N&LO; (763 mg ; 7,2 mmol ; 3 équiv.) dans le le dioxané (L) et I'eau (3
mL) est chauffé a reflux pendant une nuit. Apresoue a température ambiante et
concentration sous pression réduite, de I'eau jestée et le mélange est extrait a I'AcOEt.
Les phases organiques sont rassemblées, sechébgSQ@; puis évaporées sous pression
réduite. Le résidu est purifié par chromatograsiegel de silice flash (cyclohexane/AcOEt,
99,5:0,5 a 9:1) ce qui permet d’obtenir le compta€17 mg ; 1,37 mmol ; 57%) sous forme
d’un solide blanc.

F=47-50 °C.

IR (ATR) : 1609, 1302, 1290, 1253, 1044 tm

RMN *H (400 MHz, CDC}) : 1,42 (6H, dJ = 7 Hz) ; 1,46 (3H, tJ = 7 Hz) ; 3,69 (1H, hept,
J=7Hz) ;455 (2H, ) =7 Hz); 6,97 (1H, d) =9 Hz) ; 7,49 (1H, dJ=1,5Hz) ; 7,61

(1H, ddd,J; =8 Hz,J, =7 Hz,J3=1Hz) ; 7,78 (1H, ddd}; = 8,5 Hz,J, =7 Hz,J3 = 1,5 H2)

; 7,83 (1H,dJ=15Hz); 7,87 (1H, d) =8 Hz) ; 8,10 (1H, d) = 8,5 Hz) ; 8,24 (1H, s) ;
8,34 (1H, dJ =9 Hz).

RMN *C (100 MHz, CDGJ) : 14,8 ; 23,8 (2C) (CH ; 61,9 (CH) ; 28,8 (CH) ; 113,5; 121,8
;126,4 ;127,5; 127,7 ; 128,5; 130,6 ; 134,89,2 (CHyon) ; 122,7 ; 127,4 ; 135,0 ; 138,6 ;
145,1; 147,1; 147,2 ; 149,7 ; 162,24).

Masse exacte (ES+) : calculée pousHG,>°CIN,O (M+H)" 377,1421 ; trouvée 377,1432.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2-Chloro-5’-isopropyl-2’-propoxy-3,7’-biquinoléine (43)

Cz4H230|N20
M = 390,91 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépadu composé?2 ; composélO (405
mg ; 1,31 mmol), 15 h, chromatographie (cycloheXao@Et, 99,5:0,5 a 9:1) ; le compo4é
(288 mg ; 0,74 mmol ; 56%) est obtenu sous forna goblide blanc.

F=41-43 °C.

IR (ATR) : 1609, 1419, 1303, 1289, 1257 tm

RMN *H (400 MHz, CDC}) : 1,07 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,42 (6H, d] = 6,5 Hz) ; 1,87 (2H,
sext,J=7 Hz) ; 3,69 (1H, hepd = 6,5 Hz) ; 4,44 (2H, 1] = 6,5 Hz) ; 6,98 (1H, d] = 9 Hz) ;
7,49 (1H,s) ; 7,61 (AH, 8,=75Hz); 7,78 (1H,t)=7,5Hz) ; 7,84 (1H, s) ; 7,87 (1H,d=
8 Hz) ; 8,10 (1H, dJ =8,5Hz) ; 8,24 (1H, s) ; 8,34 (1H, 37 9 Hz).

RMN **C (100 MHz, CDGCJ) : 10,8 ; 23,8 (2C) (CH) ; 22,5 ; 67,7 (Ch) ; 28,8 (CH) ; 113,5;
121,8 ;126,4 ; 127,5; 127,7 ; 128,5 ; 130,6 ;,434139,2 (CHyon) ; 122,7 ; 127,4 ; 135,0 ;
138,6; 145,1; 147,1; 147,2 ; 149,7 ; 162,448

Masse exacte (ES+) : calculée pousHB,>°CIN,O (M+H)" 391,1577 ; trouvée 391,1583.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5'-Isopropyl-2’-éthoxy-2-pyrrolidin-1-yl-3,7’-biqui noléine (44)

Ca7H20N30
M = 411,54 g.mof

Un mélange de compog® (215 mg ; 0,57 mmol) et de pyrrolidine (1 mL) ebiauffé a
reflux pendant 2 h. Aprés retour a température antbiet évaporation sous pression réduite,
le résidu est purifié par chromatographie sur gesitice flash (CHCI/AcCOEt, 10:0 a 9:1) ce
qui permet d’obtenir le composk! (159 mg ; 0,39 mmol ; 68%) sous forme d’'un solide
blanc.

F = 66-70 °C.
IR (ATR) : 1608, 1429, 1410, 1290 &m

RMN *H (400 MHz, acétones) : 1,39 (6H, d,J= 7 Hz) ; 1,43 (3H, d) = 7 Hz) ; 1,75-1,80
(4H, m) ; 3,25-3,31 (4H, m) ; 3,78 (1H, hept; 7 Hz) ; 4,53 (2H, q) = 7 Hz) ; 6,98 (1H, d,
J=9Hz):7,25(AH, t)=7,5Hz); 7,49 (1H, d] = 1,5 Hz) ; 7,56 (1H, dddy = 8 Hz,J, = 7
Hz,J;=1Hz) ;7,72 (1H, d) = 8,5 Hz) ; 7,75-7,79 (2H, m) ; 8,00 (1H, s) :B(&H, d,J=9
Hz).

RMN **C (100 MHz, acétones) : 14,9 ; 23,9 (2C) (CH ; 26,2 (2C) ; 50,7 (2C) ; 62,1 (GH
: 29,1 (CH) ; 113,4 ; 122,1; 122,9 ; 125,4 ; 187,1128,4 ; 130,0 ; 135,5 ; 139,6 (G4 ;
122,7 ;124,6 ; 127,18 ; 143,0 ; 145,9 ; 148,18,34 156,7 ; 162,9 (Gon).

Masse exacte (ES+) : calculée poufHoNzO (M+H)" 412,2389 ; trouvée 412,2391.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2’-Ethoxy-5'-isopropyl-2-morpholin-4-yl-3,7’-biquin oléine (45)

Co7H20N302
M = 427,54 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacdu composé4 ; compose&t2 (71 mg

; 0,29 mmol), morpholine (1 mL), 24 h, chromatodyiap(cyclohexane/AcOEt, 99,5:0,5 a
95:5) ; le composéd5 (52 mg ; 0,12 mmol ; 65%) est obtenu sous formm dolide jaune
pale.

F = 56-58 °C.
IR (ATR) = 1608, 1407, 1250, 1234, 1120, 1044'cm

RMN *H (400 MHz, acétonek) : 1,41-1,46 (9H, m) ; 3,19-3,24 (4H, m) ; 3,5%43(4H, m)
: 3,79 (1H, hept) = 7 Hz) ; 4,55 (2H, o) = 7 Hz) ; 6,99 (1H, d) = 9 Hz) ; 7,41 (1H, t) =

7,5Hz) ;7,66 (1H,t) = 7,5 Hz) ; 7,81 (1H, s) ; 7,84 (1H, 3= 8,5 Hz) ; 7,89 (1H, d] = 8
Hz) ;7,92 (1H, s) ; 8,17 (1H, s) ; 8,50 (1HJd 9 Hz).

RMN **C (100 MHz, acétones) : 14,9 ; 24,1 (2C) (CH ; 50,5 (2C) ; 62,1 ; 67,2 (2C) (GH
: 29,3 (CH) ; 113,5; 121,0 ; 124,96 ; 125,01 ; 128128,6 ; 130,3 ; 135,6 ; 140,3 (G ;

123,1:126,4 ;129,2 ; 142,2 ; 146,2 ; 147,5 ;,84859,5 ; 162,8 (Gon).

Masse exacte (ES+) : calculée pouHzoNzO, (M+H)" 428,2338 ; trouvée 428,2348.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5’-Isopropyl-2’-propoxy-2-pyrrolidin-1-yl-3,7’-biqu inoléine (46)

CogH31N30
M = 425,57 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacu composé4 ; composet3 (10 mg
; 0,026 mmol), pyrrolidine (1 mL), 2 h, chromatoginge (cyclohexane/AcOEt, 9:1) ; le
composeét6 (10 mg ; 0,023 mmol ; 92%) est obtenu sous forie dolide blanc

F =62-64 °C.

IR (ATR) : 1608, 1430, 1409, 1289, 1259tm

RMN *H (400 MHz, CDC}) : 1,08 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,36 (6H, d] = 6,5 Hz) ; 1,71-1,80
(4H, se) ; 1,87 (2H, sexd,= 7 Hz) ; 3,25-3,34 (4H, se) ; 3,65 (1H, hept 6,5 Hz) ; 4,45
(2H, t,J=6,5Hz) ;6,94 (1H, =9 Hz) ; 7,22 (1H, ) =7,5Hz) ; 7,39 (1H, s) ; 7,55 (1H,
t,J=75Hz); 7,63 (1H, dJ=8Hz); 7,78 (1H,d)=8,5Hz); 7,82 (1H, s); 7,89 (1H, s) ;
8,30 (1H, dJ =9 Hz).

RMN *3C (100 MHz, CDCJ) : 10,8 ; 23,8 (2C) (CH ; 22,5 ; 25,8 (2C) ; 50,2 (2C) ; 67,6
(CHy) ; 28,7 (CH) ; 112,7 ; 121,4 ; 122,3 ; 124,6 ; B6127,5 ; 129,5; 134,4 ; 139,3
(CHarom ; 121,9; 123,7 ; 126,4 ; 142,5 ; 144,8 ; 147137,5 ; 156,2 ; 162,4 (Gn).

Masse exacte (ES+) : calculée pougHzNzO (M+H)" 426,2545 ; trouvée 426,2561.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5’-Isopropyl-2-morpholin-4-yl-2’-propoxy-3,7’-biqui noléine (47)

C2gH31N302
M = 441,56 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacu composé4 ; composet3 (32 mg
; 0,082 mmol), morpholine (1 mL), 6 h, chromatogiapf{ctyclohexane/AcOEt, 95:5) ; le
composeét7 (27 mg ; 0,061 mmol ; 75%) est obtenu sous foriae golide jaune pale.

F = 61-65 °C

IR (ATR) : 1608, 1426, 1407, 1289, 1255, 1250, 12340 crit.

RMN 'H (400 MHz, acétonek) : 1,07 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,44 (6H, d] = 7 Hz) ; 1,87 (2H,
sext,J = 7 Hz) ; 3,19-3,24 (4H, m) ; 3,59-3,64 (4H, 8)79 (1H, hept] = 7 Hz) ; 4,46 (2H,
t,J=6,5Hz); 7,01 (1H, d] = 9 Hz) ; 7,41 (1H, ddd); = 8 Hz,J, = 7 Hz,J3 = 1 Hz) ; 7,66
(1H, ddd,J; = 8,5 Hz,J, = 7 Hz,Js = 1,5 Hz) ; 7,80 (1H, d] = 1,5 Hz) ; 7,84 (1H, d] = 8,5
Hz): 7,89 (1H, dJ = 8 Hz) ; 7,92 (1H, s) ; 8,17 (1H, s) ; 8,50 (1HJ = 9 Hz).

RMN 3C (100 MHz, acétones) : 10,9 ; 24,1 (2C) (CH ; 23,0 ; 50,5 (2C) ; 67,2 (2C) ; 68,0
(CHy) ; 29,3 (CH) ; 113,5 ; 121,0 : 124,98 ; 125,028 ; 128,6 ; 130,3 ; 135,6 ; 140,3
(CHarom) ; 123,2; 126,4 ; 129,2 ; 142,2 ; 146,2 ; 147188,8 ; 159,5 ; 163,0 {fn).

Masse exacte (ES+) : calculée pougHG:Nz0, (M+H)" 4422495 ; trouvée 442,2503.

225



Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2',2"-Diéthoxy-5’,5"-Diisopropyl-2-pyrrolidin-1-yl- 3,7’:3,7"-terquinoléine (48)

Ca1H4aN4O2
M = 624,81 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de pitépadu composé?2 ; compos® (21 mg ;
0,071 mmol) ; le compos& (31 mg ; 0,050 mmol ; 70%) est obtenu sous fornua dolide
jaune pale.

F=72-75°C.
IR (ATR) = 1609, 1427, 1250, 1047 &m

RMN *H (400 MHz, acétonek) : 1,41-1,47 (18H, m) ; 1,77-1,84 (4H, m) ; 3,28353(4H,
m) ; 3,80 (1H, hept) = 7 Hz) ; 3,94 (1H, hepfl = 7 Hz) ; 4,55 (2H, q) = 7 Hz) ; 4,63 (2H,
q,J=7Hz); 7,01 (QH,d)=9Hz); 7,26 (1H,t)=7,5Hz) ; 7,54-7,60 (2H, m) ; 7,73 (1H,
d,J=8,5Hz);7,77-7,81 (2H, m) ; 7,84 (1H, s) ;4(QH, s) ; 8,05 (1H, s) ; 8,52 (1H, HF

9 Hz) ; 8,60 (1H, s).

RMN 2C (100 MHz, acétoneg) : 14,9 ; 15,0 ; 24,04 (2C) ; 24,05 (2C) (§H 26,2 (2C) ;
50,8 (2C) ; 62,1 : 62,6 (Gi: 29,1 ; 29,2 (CH) ; 113,6 ; 122,4 : 122,9 (2@R5,0 ; 126,59 ;
127,18 ; 128,4 ; 130,1 ; 135,0 ; 135,5 ; 139,6 {&H; 123,12 ; 123,15 ; 124,7 ; 126,60 ;
127,21 :139,3 ; 143,1 ; 145,3 ; 146,3 ; 147,78,14 148,3 ; 156,8 ; 160,1 ; 162, 7:(5).

Masse exacte (ES+) : calculée poytHGsN4O, (M+H)" 625,3543 ; trouvée 625,3539.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5’,5"-Diisopropyl-2’,2"-dipropoxy-2-pyrrolidin-1-yl -3,7’:3,7"-terquinoléine (49)

CazH4eN4O2
M = 652,87 g.mof"

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacu composé?2 ; composé0 (30 mg
; 0,097 mmol) ; le compos (62 mg ; 0,095 mmol ; 98%) est obtenu sous forme dolide
jaune pale.

F= 66-71°C.
IR (ATR) : 1609, 1424, 1253, 1241 &m

RMN *H (400 MHz, acétonek) : 1,07 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,08 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,40-
1,47 (12H, m) ; 1,76-1,92 (8H, m) ; 3,29-3,36 (4#),; 3,80 (1H, hept) = 6,5 Hz) ; 3,93
(1H, heptd = 7 Hz) ; 4,46 (2H, t) = 6,5 HZ) ; 4,54 (2H, t) = 6,5 Hz) ; 7,02 (1H, dJ = 9

Hz) ; 7,26 (1H, tJ = 7,5 Hz) ; 7,56 (1H, s) ; 7,54—7,60 (1H, m) ;47(1H, d,J = 8,5 Hz) ;
7,76-7,81 (2H, m) ; 7,84 (1H, s) ; 7,96 (1H, s)Q48(1H, s) ; 8,51 (1H, dl = 9 Hz) ; 8,59
(1H, s).

RMN *C (100 MHz, acétonds) : 10,9 ; 11,3 ; 24,0 (2C) ; 24,1 (2C) (§H 23,0 ; 23,1 ;
26,2 (2C) ; 50,8 (2C) ; 68,0 ; 68,5 (@H 29,1 ; 29,3 (CH) ; 113,6 ; 122,4 ; 122,8 ; Ip3,
125,0 ; 126,7 ; 127,21 ; 128,4 ; 130,1 ; 135,15,43 139,6 (Chlon) ; 123,1; 123,2 ; 124,7 ;
126,7 ; 127,24 ; 139,3 ; 143,2 : 145,3 ; 146,37,14 148,1 ; 148,3 ; 156,8 ; 160,3 ; 162,9

(Carom)-
Masse exacte (ES+) : calculée poysHGoN4O, (M+H)" 653,3856 ; trouvée 653,3839.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2’-Ethoxy-5',5"-diisopropyl-2”-propoxy-2-pyrrolidin -1-yl-3,7:3,7"-terquinoléine (50)

Ca2H46N4O2
M = 638,84 g.mof"

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacu composé?2 ; composé0 (22 mg
; 0,071 mmol) ; le compogd (20 mg ; 0,031 mmol ; 44%) est obtenu sous forme dolide
jaune pale.

F =84-89 °C.
IR (ATR) = 1610, 1425, 1252, 1047 &m

RMN *H (400 MHz, acétonek) : 1,07 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,440 (6H, d] = 7 Hz) ; 1,444
(3H,t,J=7Hz) ;1,45 (6H, d) =7 Hz); 1,78-1,83 (4H, m) ; 1,87 (2H, sekt; 7 Hz) ;

3,30-3,35 (4H, m) ; 3,80 (1H, hept= 7 Hz) ; 3,94 (1H, hepd =7 Hz) ; 4,46 (2H, t)=6,5

Hz) ; 4,63 (2H, gJ =7 Hz) ; 7,02 (1H, dJ=9 Hz) ; 7,26 (1H, dddl; = 8 Hz,J, = 7 Hz,J3 =

1 Hz); 7,56 (1H, dJ = 2 Hz), 7,57 (1H, ddd}; = 8,5 Hz,J, = 7 Hz,J3 = 1,5 Hz) ; 7,73 (1H,
d,J=85Hz); 780 (1H,d)=15Hz),; 7,77-7,81 (1H, m) ; 7,84 (1H,J05 1 Hz) ; 7,94
(1H, d,J=1Hz); 8,05 (1H, s) ; 8,52 (1H, 8= 9 Hz) ; 8,60 (1H, s).

RMN *3C (100 MHz, acétoneg) : 10,9 ; 15,0 ; 24,0 (2C) ; 24,1 (2C) (§H 23,0 ; 26,2 (2C)

; 50,8 (2C) ; 62,6 ; 68,0 (GH; 29,1 ; 29,2 (CH) ; 113,5; 122,4; 122,9 (2ap5,0 ; 126,58 ;
127,18 ;128,4 ;130,1; 135,0; 135,5; 139,6 {&H1; 123,1 ; 123,2 ; 124,7 ; 126,61 ; 127,21
;139,3; 143,1; 145,3; 146,3 ; 147,7 ; 148,48,3 ; 156,8 ; 160,1 ; 162,9 {&n).

Masse exacte (ES+) : calculée poysHG;N4,O, (M+H)" 639,3699 ; trouvée 639,3719.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2"-Ethoxy-5’,5"-diisopropyl-2’-propoxy-2-(pyrrolidi n-1-yl)-3,7":3,7”-terquinoléine (51)

Ca2H46N4O2
M = 638,84 g.mof"

Procédure expérimentale analogue a celle de pitépadu composé?2 ; compos® (38 mg ;
0,129 mmol) ; le compo<gl (68 mg ; 0,106 mmol ; 82%) est obtenu sous fornua dolide
jaune pale.

F= 67-69 °C.
IR (ATR) : 1609, 1427, 1252 ¢fn

RMN 'H (400 MHz, acétonek) : 1,06 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,41-1,47 (15H, m) ; 1,76-1,84
(4H, m) ; 1,86 (2H, sextl= 7 Hz) ; 3,29-3,36 (4H, m) ; 3,80 (1H, hept 7 Hz) ; 3,93 (1H,
hept,J =7 Hz) ; 4,51-4,58 (4H, m) ; 7,00 (1H,H5s 9 Hz) ; 7,26 (1H, t) = 7,5 Hz) ; 7,54—
7,60 (2H, m); 7,73 (A1H, & =8,5Hz) ; 7,77-7,81 (2H, m) ; 7,84 (1H, s) ;5(2H, s) ; 8,04
(1H, s) ; 8,51 (1H, d) =9 Hz) ; 8,59 (1H, s).

RMN 3C (100 MHz, acétones) : 11,3 ; 14,9 ; 24,0 (2C) ; 24,1 (2C) (§H 23,1 ; 26,2 (2C)
©50,7 (2C) ; 62,1 ; 68,5 (GM; 29,0 ; 29,3 (CH) : 113,6 ; 122,4 ; 122,8 ; B22125,0 ; 126,7

1 127,20 ; 128,4 ; 130,0 ; 135,0 ; 135,4 ; 139,846, ; 123,1; 123,2 ; 124,6 ; 126,7 ; 127,21
©139,3; 143,1 ; 145,3 ; 146,2 ; 147,7 ; 148,48,3 ; 156,7 ; 160,3 ; 162,7 {&.

Masse exacte (ES+) : calculée poysHG;N,O, (M+H)" 639,3699 ; trouvée 639,3707.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5’,5"-Diisopropyl-2-morpholin-4-yl-2’,2"-dipropoxy- 3,7’:3,7”-terquinoléine (52)

Ca3H4gN4O3
M = 668,87 g.mof"

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacdu composé?2 ; composé0 (14 mg
; 0,045 mmol) ; le compogE2 (23 mg ; 0,034 mmol ; 76%) est obtenu sous foriae dolide
jaune pale.

F = 89-91 °C.
IR (ATR) = 1608, 1429, 1407, 1257, 1235tm

RMN H (400 MHz, acétonek) : 1,07 (6H, 2tJ = 7,5 Hz) ; 1,45 (6H, dj = 7 Hz) ; 1,49
(6H, d,J = 7 Hz) ; 1,81-1,93 (4H, m) ; 3,23-3,27 (4H, n8,63-3,67 (4H, m) ; 3,81 (1H,
hept,d = 7 Hz) : 3,95 (1H, hepd, = 7 Hz) ; 4,46 (2H, tJ = 6,5 Hz) ; 4,56 (2H, 1] = 6,5 Hz) ;
7,02 (1H, dJ= 9 Hz) ; 7,43 (1H, t) = 7,5 Hz) ; 7,67 (1H, ddd; = 8,5 Hz,J, = 7 Hz,Js = 1
Hz): 7,79 (1H, dJ = 1,5 Hz) ; 7,84-7,88 (2H, m) ; 7,92 (1H,Jd 8 Hz) ; 7,95 (1H, s) ; 8,00
(1H, s); 8,21 (1H, s) ; 8,52 (1H, 8= 9 Hz) ; 8,60 (1H, s).

RMN C (100 MHz, acétones) : 10,9 ; 11,3 ; 24,0 (2C) ; 24,2 (2C) (§H 23,0 ; 23,1 ;
50,5 (2C) ; 67,2 (2C) ; 68,0 ; 68,5 (§H 29,2 ; 29,3 (CH) ; 113,5 ; 121,3 ; 122,7 ; B4,
125,0 ; 126,7 ; 128,1 ; 128,6 ; 130,3 ; 135,1 ;,335140,3 (Chhon) ; 123,2 ; 123,6 ; 126,4 ;
126,8 ; 129,2 : 139,2 : 142,3 : 145,3 ; 146,5 ;,347148,20 ; 148,24 ; 159,5 ; 160,2 ; 162,9

(Caronb-
Masse exacte (ES+) : calculée pousHGoN4Os (M+H)* 669,3805 ; trouvée 669,3785.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2"-Ethoxy-5’,5"-diisopropyl-2-morpholin-4-yl-2’-pro poxy-3,7’:3,7"-terquinoléine (53)

CaoH4eN4O3
M = 654,84 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de pitégracdu composé?2 ; compos® (17 mg ;
0,058 mmol) ; le composE3 (25 mg ; 0,038 mmol ; 66%) est obtenu sous fornua dolide
jaune pale.

F = 96-97 °C.
IR (ATR) = 1609, 1407, 1235, 1120 &m

RMN *H (400 MHz, acétones) : 1,06 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,41-1,47 (9H, m) ; 1,49 (6H.Jd,
=7 Hz); 1,88 (2H, sexf =7 Hz) ; 3,23-3,27 (4H, m) ; 3,63-3,67 (4H, )81 (1H, hept)
=7 Hz) ; 3,95 (1H, heptl = 7 Hz) ; 4,51-4,59 (4H, m) 7,01 (1H,H= 9 Hz) ; 7,43 (1H, t)
=7,5Hz) ;7,67 (1H, ddd; =8,5Hz,J, =7 Hz,J3=1Hz); 7,79 (1H, d) = 1,5 Hz) ; 7,84—
7,88 (2H, m) ; 7,92 (1H, d,= 8 Hz) ; 7,95 (1H, s) ; 8,00 (1H, s) ; 8,22 (M), 8,52 (1H, dJ
=9 Hz); 8,60 (1H, s).

RMN 3C (100 MHz, acétones) : 11,3 ; 14,9 ; 24,0 (2C) ; 24,2 (2C) (§H 23,1 ; 50,5 (2C)

1 62,1 ; 67,2 (2C) ; 68,5 (Gii; 29,3 (2C) (CH) ; 113,6 ; 121,3 ; 122,8 ; 1241®5,0 ; 126,76
;128,1;128,6 ; 130,3; 135,1 ; 135,5; 140,3 {GHl; 123,2; 123,6 ; 126,4 ; 126,79 ; 129,2 ;
139,3;142,3; 145,3 ; 146,5 ; 147,5 : 148,2 ;,34859,5 ; 160,2 ; 162,7 4fan).

Masse exacte (ES+) : calculée poysHG;N,Os (M+H)" 655,3648 ; trouvée 655,3646.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2’-Ethoxy-5',5"-diisopropyl-2,2”-dipyrrolidin-1-yl- 3,7":3,7"-terquinoléine (54)

Ca3Ha7NsO
M = 649,87 g.mof"

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacu composé?2 ; compos&5 (20 mg
; 0,063 mmol) ; le compog#t (25 mg ; 0,038 mmol ; 61%) est obtenu sous forme dolide
jaune pale.

F =118-120 °C.
IR (ATR) = 1609, 1448, 1434 ¢in

RMN *H (400 MHz, acétonek) : 1,42 (6H, d,J = 7 Hz) ; 1,437 (6H, d] = 7 Hz) ; 1,441 (3H,
t,J=7Hz); 1,77-1,83 (4H, m) ; 2,01-2,10 (4H sausignal du solvant) ; 3,29-3,35 (4H,
m) ; 3,61-3,67 (4H, m) ; 3,72 (1H, heptz 7 Hz) ; 3,93 (1H, hepd = 7 Hz) ; 4,62 (2H, q]
=7Hz):6,92 (1H, d) = 9,5 Hz) ; 7,26 (1H, ) = 7,5 Hz) ; 7,53-7,60 (3H, m) ; 7,73 (1H, d,
J=8,5Hz); 7,77 (1H, s) ; 7,79 (1H,d= 8 Hz) ; 7,83 (1H, s) ; 8,04 (1H, s) ; 8,31 (1H)
=9,5Hz); 8,55 (1H, s).

RMN *3C (100 MHz, acétonds) : 15,0 ; 24,0 (2C) 24,1 (2C) (GH; 26,1 (2C) ; 26,2 (2C) ;
47,4 (2C) ; 50,7 (2C) ; 62,5 (GH; 29,0 ; 29,1 (CH) ; 110,8 ; 120,1 ; 122,3 ; 221250 ;
1259 ; 127,2 ; 128,4 ; 130,0 ; 133,1; 134,7 ;,63€Hyom ; 120,6 ; 123,1 ; 124,6 ; 127,3
(2C) ; 138,7 ; 142,9 ; 144,9 ; 146,1 ; 147,6 ; 148%0,2 ; 156,3 ; 156,8 ; 160,3(&).

Masse exacte (ES+) : calculée pousGsNsO (M+H)" 650,3859 ; trouvée 650,3834.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5’,5"-Diisopropyl-2’-propoxy-2,2”-dipyrrolidin-1-yl -3,7’:3,7"-terquinoléine (55)

Ca4H49NsO
M = 663,89 g.mof*

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacu composé?2 ; compos&5 (22 mg
; 0,069 mmol) ; le compogb (23 mg ; 0,035 mmol ; 50%) est obtenu sous forme dolide
jaune pale.

F= 118-122 °C.
IR (ATR) : 1609, 1449, 1434 ¢fn

RMN 'H (400 MHz, acétonek) : 1,06 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,41 (6H, d] = 7 Hz) ; 1,43 (6H,
d,J=7Hz);1,77-1,82 (4H, m) ; 1,86 (2H, sekt; 7 Hz) ; 2,02-2,07 (4H sous le signal du
solvant) ; 3,29-3,35 (4H, m) ; 3,60-3,66 (4H, 8)72 (1H, hept) = 7 Hz) ; 3,92 (1H, hept,
J=7Hz) ;4,52 (2H, t)=6,5Hz) ; 6,90 (1H, d = 9,5 Hz) ; 7,26 (1H, ddd; = 8 Hz,J, = 7
Hz,J;=1Hz); 7,54 (2H, 2s) ; 7,57 (1H, ddd,= 8,5 Hz,J, =7 Hz,J; = 1,5 Hz) ; 7,73 (1H,
d,J=8,5Hz); 7,78 (1H, dd, =8 Hz,J, =1 Hz) ; 7,78 (1H, d)= 1 Hz) ; 7,83 (1H, dJ =1
Hz) ; 8,03 (1H, s) ; 8,30 (1H, d,= 9,5 Hz) ; 8,54 (1H, s).

RMN C (100 MHz, acétones) : 11,3 ; 24,1 (4C) (CH) ; 23,1 ; 26,16 (2C) ; 26,23 (2C) ;
47,4 (2C) : 50,7 (2C) ; 68,4 (GH; 29,07 ; 29,11 (CH) ; 110,8 ; 120,0 ; 122,32.82; 1250 ;
126,0 ; 127,2 ; 128,4 ; 130,0 ; 133,1 ; 134,7 ;,63@Huron) ; 120,6 ; 123,2 ; 124,7 ; 127,28 ;
127,35:138,8 ; 142,9 ; 144,9 ; 146,2 ; 147,68,14 150,2 ; 156,3 ; 156,8 ; 160,4:(5).

Masse exacte (ES+) : calculée pousHzoNsO (M+H)" 664,4015 ; trouvée 664,4029.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

2'-Ethyl-5’,5"-diisopropyl-2,2”-dimorpholin-4-yl-3, 7°:3,7”-terquinoléine (56)

C43H47N503
M = 681,86 g.mof"

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacdu composé?2 ; compos&7 (19 mg
; 0,057 mmol) ; le compogE6 (37 mg ; 0,054 mmol ; 96%) est obtenu sous foriae dolide
jaune pale.

F = 104-108 °C.
IR (ATR) = 1607, 1236, 1120 chn

RMN H (400 MHz, acétoneks) : 1,40-1,51 (15H, m) ; 3,22-3,27 (4H, m) ; 3,6B73(4H,
m) ; 3,70-3,82 (9H, m) ; 3,94 (1H, heptz 7 Hz) ; 4,64 (2H, ) =7 Hz) ; 7,24 (1H, d) =
9,5Hz) ;7,42 (1H, 9y =7,5Hz); 7,63-7,69 (2H, m) ; 7,81 (1H, s) ;38,87 (2H, m) ; 7,90
(1H, d,J=8Hz); 7,99 (1H, s) ; 8,20 (1H, s) ; 8,39 (1K) = 9,5 Hz) ; 8,56 (1H, s).

RMN 3C (100 MHz, acétone) : 15,0 ; 24,0 (2C) ; 24,2 (2C) (GH, 46,4 (2C) ; 50,6 (2C) ;
62,6 ; 67,2 (2C) ; 67,4 (2C) (GH; 29,1 ; 29,3 (CH) ; 110,3 ; 121,3 ; 121,4 ; 241250 ;
126,3 ; 128,1 ; 128,6 ; 130,3 ; 133,9 ; 134,9 ;,34CHuon) ; 121,4 ; 123,6 ; 126,5 ; 127,2 ;
129,2 :139,0 ; 142,2 ; 145,0 ; 146,5 ; 147,5 ;,24849,4 ; 158,3 ; 159,5 ; 160,2.(5).

Masse exacte (ES+) : calculée poysHGsNsOs (M+H)* 682,3757 ; trouvée 682,3782.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale chimie

5’,5"-Diisopropyl-2,2”-dimorpholin-4-yl-2’-propoxy- 3,7':3,7"-terquinoléine (57)

CaaH49Ns03
M = 695,89 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacdu composé?2 ; compos&7 (25 mg
; 0,075 mmol) ; le compogEr (21 mg ; 0,030 mmol ; 40%) est obtenu sous foriae dolide
jaune.

F=72-74°C.
IR (ATR) : 1607, 1236, 1120 cf

RMN 'H (400 MHz, acétonek) : 1,07 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,43 (6H, d) = 6,5 Hz) ; 1,49
(6H, d,J =7 Hz) ; 1,87 (2H, sexl = 7 Hz) ; 3,23-3,27 (4H, m) ; 3,63-3,67 (4H, n3) 71—
3,82 (9H, m) ; 3,94 (1H, hepl,= 7 Hz) ; 4,55 (2H, t) = 6,5 Hz) ; 7,26 (1H, d] = 9,5 Hz) ;
7,43 (1H, ddd); =8 Hz,J, =7 Hz,J3=1Hz) ; 7,64 (1H, d) = 1,5 Hz) ; 7,67 (1H, ddd; =
8,5Hz,J,=7Hz,Js=1,5Hz); 7,82 (1H,dl = 1,5 Hz) ; 7,86 (1H, dl = 8 Hz) ; 7,86 (1H, d,
J=15Hz); 7,92 (1H,d1=7,5Hz); 7,99 (1H, d] = 1,5 Hz) ; 8,21 (1H, s) ; 8,40 (1H, &,
=9,5Hz); 8,56 (1H, s).

RMN *3C (100 MHz, acétonds) : 11,3 ; 24,0 (2C) ; 24,2 (2C) (GH. 23,1 ; 46,4 (2C) ; 50,5
(2C) : 67,2 (2C) ; 67,4 (2C) ; 68,5 (GH 29,1 ; 29,3 (CH) ; 110,3 ; 121,2 ; 121,3 ; B4,
125,0; 126,4 ; 128,1; 128,6 ; 130,3 ; 133,9 ;,934140,3 (CHyon) ; 121,4 ; 123,6 ; 126,5 ;
127,2 ; 129,2 : 139,0 ; 142,2 ; 1449 : 146,4 ; 847148,1 ; 149,3 ; 158,3 ; 159,5 ; 160,3
(Carom)-

Masse exacte (ES+) : calculée pousHzoNsOz(M+H)™ 696,3914 ; trouvée 696,3934.
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2’-Ethyl-5’,5"-Diisopropyl-2”-morpholin-4-yl-2-pyrr olidin-1-yl-3,7’:3,7"-terquinoléine
(58)

C43H47Ns502
M = 665,87 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépadu composd2 ; compos&7 (19.5
mg ; 0,058 mmol) ; le compo&S (28 mg ; 0,042 mmol ; 72%) est obtenu sous forfaae d
solide jaune péle.

F = 88-92 °C.
IR (ATR) = 1608, 1426, 1407, 1250, 1235, 1120, 1648.

RMN *H (400 MHz, acétonek) : 1,42 (6H, dJ = 6,5 Hz) ; 1,436 (6H, d] = 7 Hz) ; 1,440
(3H, t,J = 7 Hz) ; 1,77-1,83 (4H, m) ; 3,29-3,35 (4H, n§,70-3,83 (9H, m) ; 3,93 (1H,
hept,d = 7 Hz) ; 4,62 (2H, @) = 7 Hz) ; 7,25 (1H, d) = 9,5 Hz) ; 7,23-7,29 (1H, m) ; 7,55
(1H, d,d = 1,5 Hz) ; 7,57 (1H, ddd = 8,5 Hz,J, = 7 Hz,J3 = 1,5 Hz) ; 7,65 (1H, d] = 1,5
Hz) ; 7,73 (1H, dJ = 8,5 Hz) ; 7,79 (1H, d] = 8 Hz) ; 7,81 (1H, s) ; 7,83 (1H, s) ; 8,04 (1H,
s); 8,39 (1H, dJ = 9,5 Hz) ; 8,57 (1H, s).

RMN 3C (100 MHz, acétonek) : 15,0 ; 24,0 (4C) (CH ; 26,2 (2C) ; 46,3 (2C) ; 50,8 (2C) ;
62,5 ; 67,4 (2C) (CH : 29,0 ; 29,1 (CH) ; 110,2 ; 121,37 ; 122,4 ; B22125,0 ; 126,2 ;
127,17 ;128,4 ; 130,0 ; 133,8 ; 134,8 ; 139,6 {&hi; 121,38 ; 123,1; 124,6 ; 127,0 ; 127,23
©139,1; 143,0 ; 144,9 : 146,2 ; 147,6 ; 148,49,3 : 156,8 ; 158,3 ; 160,2 {Gn).

Masse exacte (ES+) : calculée poysGsNsO, (M+H)" 666,3808 ; trouvée 666,3831.
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5',5”-Diisopropyl-2"-morpholin-4-yl-2’-propoxy-2-py rrolidin-1-yl-3,7":3,7"-
terquinoléine (59)

Ca4H49N502
M = 679,89 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacdu composé?2 ; compos&7 (30 mg
; 0,089 mmol) ; le compogEd (50 mg ; 0,074 mmol ; 82%) est obtenu sous foriae dolide
jaune pale.

F= 73-75°C.
IR (ATR) : 1608, 1427, 1237 cf

RMN *H (400 MHz, acétonek) : 1,06 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,43 (6H, d) = 6,5 Hz) ; 1,44
(6H, d,J=7 Hz); 1,78-1,83 (4H, m) ; 1,86 (2H, sekt; 7 Hz) ; 3,29-3,35 (4H, m) ; 3,70—
3,82 (9H, m) ; 3,93 (1H, hepl,= 7 Hz) ; 4,53 (2H, t) = 6,5 Hz) ; 7,25 (1H, d] = 9,5 HZz) ;
7,24-7,29 (AH, m) ; 7,55 (1H,d=1,5Hz) ; 7,57 (1H, ddd, =85 Hz,J, =7 Hz,J3=1,5
Hz) ;7,64 (1H,dJ=15Hz) ;7,73 (1H, d=8,5Hz); 7,79 (1H, d =8 Hz) ; 7,82 (1H, s)

; 7,83 (1H, s) ; 8,04 (1H, s) ; 8,39 (1H,Jdk 9,5 Hz) ; 8,56 (1H, s).

RMN 2C (100 MHz, acétoneg) : 11,3 ; 24,02 (2C) ; 24,05 (2C) (GH 23,1 ; 26,2 (2C) ;
46,4 (2C) ; 50,7 (2C) ; 67,4 (2C) ; 68,4 (§K29,10 ; 29,11 (CH) ; 110,2 ; 121,2 ; 122,4 ;
122,9 ;1250 ; 126,4 ; 127,19 ; 128,4 ; 130,03,23 134,8 ; 139,6 (Chy) ; 121,4 ; 1231 ;
124,7 ; 127,1 ; 127,24 ; 139,1 ; 143,0 ; 144,96,24 147,6 ; 148,1 ; 149,3 ; 156,8 ; 158,3 ;
160,3 (Grom-

Masse exacte (ES+) : calculée pousHGoNsO, (M+H)* 680,3965 ; trouvée 680,3972.
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2’-Ethoxy-5',5"-diisopropyl-2-morpholin-4-yl-2”-pyr rolidin-1-yl-3,7":3,7"-terquinoléine
(60)

Ca3H47NsO2
M = 665,87 g.mof"

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacu composé?2 ; compos&5 (16 mg
; 0,050 mmol) ; le compogd (16 mg ; 0,024 mmol ; 48%) est obtenu sous forme dolide
jaune.

F=107-112 °C.
IR (ATR) = 1609, 1429, 1250, 1047 &m

RMN H (400 MHz, acétonek) : 1,42 (6H, d,J = 7 Hz) ; 1,45 (3H, tJ = 7 Hz) ; 1,49 (6H, d,
J=7Hz); 2.02-2.08 (4H sous le signal du solvaBtp2-3,28 (4H, m) ; 3,59-3,69 (8H, m) ;
3,73 (1H, hept) = 7 Hz) ; 3,95 (1H, hepf,= 7 Hz) ; 4,64 (2H, g) = 7 Hz) ; 6,92 (1H, d] =
9,5Hz) ;7,43 (1H, ddd;, =8 Hz,J, =7 Hz,J3=1Hz); 7,56 (1H, d) = 1,5 Hz) ; 7,67 (1H,
ddd,J; = 8,5 Hz,J, = 7 Hz,Js = 1,5 Hz) ; 7,77 (1H, s) ; 7,84-7,88 (2H, m) ;27(@H, d,J = 8
Hz); 7,99 (1H, s) ; 8,21 (1H, s) ; 8,31 (1HJd&; 9,5 Hz) ; 8,55 (1H, s).

RMN %3C (100 MHz, acétonds) : 15,0 ; 24,1 (2C) ; 24,2 (2C) (GH, 26,2 (2C) ; 47,4 (2C) ;
50,5 (2C) ; 62,5 ; 67,2 (2C) (GH; 29,0 ; 29,3 (CH) ; 110,9 ; 120,1 ; 121,2 ; ®4125,0 ;
125,9; 128,1; 128,6 ; 130,3 ; 133,1 ; 134,8 ;,24CH,0on) ; 120,6 ; 123,6 ; 126,5; 127,4 ;
129,3;138,7 ; 142,0 ; 144,9 ; 146,4 ; 147,5;,14450,2 ; 156,4 ; 159,5 ; 160,2:(5).

Masse exacte (ES+) : calculée pousHGsNsO, (M+H)* 666,3808 ; trouvée 666,3813.
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5',5”-Diisopropyl-2-morpholin-4-yl-2’-propoxy-2"-py rrolidin-1-yl-3,7":3,7"-
terquinoléine (61)

Ca4H49N502
M = 679,89 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacu composé?2 ; compos&5 (16 mg
; 0,050 mmol) ; le compogEl (20 mg ; 0,029 mmol ; 59%) est obtenu sous forme dolide
jaune pale.

F=74-76 °C.
IR (ATR) = 1609, 1450, 1406, 1235, 1121tm

RMN H (400 MHz, acétones) : 1,07 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,42 (6H, dJ = 6,5 Hz) ; 1,49
(6H, d,J =7 Hz) ; 2.03-2.07 (4H sous le signal du solvaiR2-3,27 (4H, m) ; 3,59-3,68
(8H, m) ; 3,72 (1H, heptl = 7 Hz) ; 3,94 (1H, hepd =7 Hz) ; 4,54 (2H, tJ=6,5Hz) ; 6,91
(1H, d,J=9,5 Hz) ; 7,42 (1H, ddd; = 8 Hz,J, = 7 Hz,J; = 1 Hz) ; 7,54 (1H, dJ = 1,5 Hz)

; 7,66 (1H, dddJ; = 8,5 Hz,J, =7 Hz,J3 = 1,5 Hz) ; 7,77 (1H, d) = 1,5 Hz) ; 7,84-7,87
(2H, m); 7,91 (1H,d)J=8Hz); 7,98 (1H,d) = 1,5 Hz) ; 8,20 (1H, s) ; 8,30 (1H, 3= 9,5
Hz) ; 8,54 (1H, s).

RMN 3C (100 MHz, acétone) : 11,3 ; 24,0 (2C) ; 24,2 (2C) (GH 23,1 ; 26,2 (2C) ; 47,4
(2C) : 50,5 (2C) ; 67,2 (2C) : 68,4 (6H 29,1 ; 29,3 (CH) ; 110,8 ; 119,9 ; 121,2 : B4,
125,0 ; 126,0 ; 128,1 ; 128,6 ; 130,3 ; 133,1 ;,834140,2 (Chhon) ; 120,6 ; 123,6 ; 126,5 ;
127,5 ; 129,2 ; 138,7 ; 142,0 ; 144,9 ; 146,4 ; 847148,1 ; 150,2 : 156,3 ; 159,5 : 160,3

(Caronb-
Masse exacte (ES+) : calculée poustGoNsO, (M+H)* 680,3965 ; trouvée 680,3968.
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2,2’-Diéthoxy-5’,5"-diisopropyl-2”-pyrrolidin-1-yl- 3,7’:3,7"-terquinoléine (62)

Ca1H4aN4O2
M = 624,81 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacu composé?2 ; compos&5 (41 mg
; 0,128 mmol) ; le compog2 (63 mg ; 0,101 mmol ; 79%) est obtenu sous forme dolide
jaune pale.

F =72-76 °C.
IR (ATR) = 1609, 1450, 1254 ¢in

RMN 'H (400 MHz, acétonek) : 1,40-1,50 (18H, m) ; 2,02—2,08 (4H sous le aigu
solvant) ; 3,60—3,67 (4H, m) ; 3,72 (1H, hept 7 Hz) ; 3,94 (1H, hepd, = 7 Hz) ; 4,63 (4H,
q,J=7Hz);6,91 (A1H,d)=9,5Hz); 7,47 (A1H,9=7,5Hz) ; 7,57 (1H, s) ; 7,69 (1HX=
7,5Hz) ;7,78 (1H, s) ; 7,82 (1H, s) ; 7,86 (1HJ & 8,5 Hz) ; 7,97-8,01 (2H, m) ; 8,31 (1H,
d,J=9,5Hz); 8,40 (1H, s) ; 8,55 (1H, s).

RMN *3C (100 MHz, acétonds) : 14,9 ; 15,0 ; 24,07 (2C) ; 24,14 (2C) (§H 26,2 (2C) ;
47,4 (2C) ; 62,5 ;62,7 (GM; 29,0 ; 29,2 (CH) ; 110,8 ; 120,1 ; 123,0 ; 125125,9 ; 126,2 ;
127,6 ; 128,8 ; 130,4 ; 133,1 ; 134,6 ; 139,2 {Gh; 120,6 ; 123,6 ; 126,6 ; 127,2 ; 127,4 ;
138,7;138,8 ; 144,9 ; 145,6 ; 147,0 ; 147,5 ;,25056,4 ; 160,1 ; 160,2 {on).

Masse exacte (ES+) : calculée poufHGsN4O, (M+H)" 625,3543 ; trouvée 625,3538.
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5',5"-Diisopropyl-2,2’-Dipropoxy-2"-pyrrolidin-1-yl -3,7":3,7”-terquinoléine (63)

CazHeN4O2
M = 652,87 g.mof"

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacdu composé?2 ; compos&5 (37 mg
; 0,116 mmol) ; le compogE8 (37 mg ; 0,057 mmol ; 49%) est obtenu sous forie dolide
jaune pale.

F = 70-76 °C.
IR (ATR) = 1609, 1451, 1257 ¢in

RMN *H (400 MHz, acétonek) : 1,07 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,08 (3H, t) = 7,5 Hz) ; 1,42
(6H, d,J =7 Hz) ; 1,48 (6H, d) = 7 Hz) ; 1,81-1,93 (4H, m) ; 2,03-2,07 (4H sasignal
du solvant) ; 3,61-3,66 (4H, m) ; 3,72 (1H, hept, 7 Hz) ; 3,93 (1H, hepd = 7 Hz) ; 4,53
(2H,t,J=6,5Hz) ; 4,54 (2H, ) = 6,5 Hz) ; 6,91 (1H, d] = 9,5 Hz) ; 7,47 (1H, ddd; = 8
Hz,J,=7Hz,J3=1Hz); 7,55 (H,d)=1,5Hz); 7,69 (1H, ddd; = 8,5 Hz,J, =7 Hz,J3
=1,5Hz);7,78 (1H,d) =1 Hz); 7,80 (1H, d)=1,5 Hz) ; 7,86 (1H, d] = 8,5 Hz) ; 7,97—
8,01 (2H, m) ; 8,31 (1H, d,=9,5 Hz) ; 8,40 (1H, s) ; 8,55 (1H, s).

RMN 3C (100 MHz, acétoneg) : 11,26 ; 11,27 ; 24,0 (2C) ; 24,1 (2C) (§HK23,06 ; 23,07

; 26,2 (2C) ; 47,4 (2C) ; 68,4 ; 68,5 (@H 29,1 ; 29,3 (CH) ; 110,8 ; 120,0 ; 122,8 ; 1125,
126,1 ; 126,3 ; 127,6 ; 128,8 ; 130,4 ; 133,1 ;,134139,3 (CHom ; 120,6 ; 123,6 ; 126,6 ;
127,2 ; 127,5 ; 138,75 ; 138,80 ; 144,9 ; 145,87,0 ; 147,5 ; 150,2 ; 156,4 ; 160,2 ; 160,3
(Carom)-

Masse exacte (ES+) : calculée poysHGoN,O, (M+H)" 653,3856 ; trouvée 653,3846.
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2,2’-Diéthoxy-5’,5"-diisopropyl-2”"-morpholin-4-yl-3 ,7":3,7”-terquinoléine (64)

C41H44N4O3
M = 640,81 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépadu composd2 ; compos&7 (22,5
mg ; 0,067 mmol) ; le compog (33 mg ; 0,051 mmol ; 77%) est obtenu sous forfmea d
solide jaune péle.

F=113-116 °C.

IR (ATR) = 1607, 1438, 1255, 1244, 1237°tm

RMN *H (400 MHz, acétonek) : 1,40-1,51 (18H, m) ; 3,70-3,78 (5H, m) ; 3,7833(4H,
m) ; 3,94 (1H, hept) = 6,5 Hz) ; 4,63 (4H, gl = 7 Hz) ; 7,26 (1H, dJ = 9,5 Hz) ; 7,48 (1H,
t,J=7,5Hz): 7,66 (1H, s) : 7,70 (1HJt= 7,5 Hz) ; 7,82 (2H, s) ; 7,86 (1H, 8= 8,5 HZ) ;
7,97-8,01 (2H, m) ; 8,37-8,42 (2H, m) ; 8,57 (1H, s

RMN 3C (100 MHz, acétones) : 14,9 ; 15,0 ; 24,0 (2C) ; 24,1 (2C) (§H 23,1 (2C) ; 46,4
(2C) : 62,5: 62,7 : 67,4 (2C) (GH; 29,0 ; 29,2 (CH) ; 110,2 ; 121,4 ; 123,0 ; 125126,2 ;
126,3 ; 127,6 ; 128,8 ; 130,4 ; 133,9 ; 134,7 ;,23CHuron) ; 121,4 ; 123,6 ; 126,6 ; 127,15 ;
127,18 ;138,8 ; 139,1 ; 144,9 ; 145,7 ; 147,07,34 149,3 ; 158,3 ; 160,0 ; 160,2:(5).

Masse exacte (ES+) : calculée poytHGsN4,Os (M+H)™ 641,3492 : trouvée 641,3502.
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5',5"-Diisopropyl-2"-morpholin-4-yl-2,2’-Dipropoxy- 3,7":3,7"-terquinoléine (65)

Ca3HagN4O3
M = 668,87 g.mof

Procédure expérimentale analogue a celle de ptépacdu composé?2 ; compos&7 (38 mg
; 0,113 mmol) ; le compogb (55 mg ; 0,082 mmol ; 73%) est obtenu sous foriae dolide
blanc.

F = 78-87 °C.
IR (ATR) = 1607, 1436, 1261, 1238 &m

RMN H (400 MHz, acétonek) : 1,06 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,08 (3H, tJ = 7,5 Hz) ; 1,42
(6H, d,J = 7 Hz) ; 1,48 (6H, d) = 7 Hz) ; 1,81-1,93 (4H, m) ; 3,70-3,82 (9H, r8)93 (1H,
hept,d = 7 Hz) ; 4,53 (4H, t) = 6,5 Hz) ; 7,24 (1H, d] = 9,5 Hz) ; 7,47 (1H, ddd = 8 Hz,

Jo=7Hz,J3=1Hz); 7,64 (1H, d) = 1,5 Hz) ; 7,69 (1H, ddd = 8,5 Hz,J, = 7 Hz,J3 =

1,5 Hz) ; 7,81 (1H, dJ = 1,5 Hz) ; 7,82 (1H, s) ; 7,86 (1H, d= 8,5 Hz) ; 7,98 (1H, dJ =

7,5 Hz) ; 8,01 (1H, s) ; 8,39 (1H, 3= 9,5 Hz) ; 8,39 (1H, s) ; 8,56 (1H, S).

RMN 3C (100 MHz, acétones) : 11,2 ; 11,3 ; 24,0 (2C) ; 24,1 (2C) (§H 23,1 (2C) ; 46,4
(2C) : 67,4 (2C) : 68,4 : 68,5 (GH; 29,1 ; 29,3 (CH) ; 110,2 ; 121,3 ; 122,9 ; 125126,3 ;
126,4 ; 127,6 ; 128,8 ; 130,4 ; 133,9 ; 134,8 ;,33CHuron) ; 121,4 ; 123,6 ; 126,6 ; 127,21 ;
127,25 :138,9 ; 139,1 ; 144,9 ; 145,7 ; 147,07,34 149,3 ; 158,3 ; 160,2 ; 160,3:(%).

Masse exacte (ES+) : calculée poysHGoN,Os (M+H)™ 669,3805 ; trouvée 669,3794.
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Partie Il. Troisieme chapitre : partie expérimentale biologie

Je présenterai dans cette partie le principe gtrééocole expérimental des tests
d’activité antiproliférative que j'ai réalisés sdasdirection du Dr. E. Debiton (unité INSERM
UMR U990, Clermont-Ferrand).

Ces tests ont concerné les nouveaux produits digghén série alkoxyquinoléine.

|. PRESENTATION

Les activités antiproliférativeim vitro des composés ont été évaluées sur une culture
humaine de fibroblastes et trois lignées cellutagancéreuses : PAL (ovaire), PC3 et DU145

(prostate).

Les propriétés inhibitrices des composés sont dfiéet par les valeurs d’'ig correspondant
a la concentration de drogue nécessaire pour ob®WWibo d’inhibition de la croissance

cellulaire.

La cytotoxicité globale est déterminée par la meslur potentiel réducteur de la cellule grace

au test a la résazuritié

La résazurine est réduite en résorufine fluoregcgmar I'activité métabolique cellulaire

(Figure 205).
. réduction )
(ﬁ/ N/
o

sel de sodium de résazurine <el de sodium de résorufine

Figure 205 : Réduction de la résazurine en résorufine.

La fluorescence mesurée est alors directement giopoelle a la quantité de cellules de
I'échantillon. Par comparaison au témoin, il estralpossible de déterminer la quantité de

cellule présente apres traitement.

1853, O'Brien, I. Wilson, T. Orton, F. Pognaayr. J. Biochem200Q 267, 5421-5426.
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|l. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Un pré-criblage est d'abord effectué sur les leméPAl et PC3 a quatre
concentrations : 5@M ; 5 uM; 0,5 uM et 0,05uM. Les valeurs d’lG ne seront alors
déterminées sur fibroblastes, PA1, PC3 et DU145pque les composés ayant provoqué une

inhibition de la croissance cellulaire lors de cé&-priblage.
I1.1. Conditions de culture cellulaire

Les cellules sont placées dans un milieu de eitidapté et incubées dans une étuve a
37 °C, sous atmosphere contrélée de 5% dgef©®5% d’humidité.

Le milieu de culture utilisé est le Glutamax EagE=M (Minimum Essential Medium

supplémenté en :
- Sérum de veau fecetal 10% 10% (v/v)
- Antibiotique large spectre Gentamicine ugfmL
- Acides aminés non essentiels 100 mM 1% (v/Iv)
- Pyruvate de sodium 100 mM 1% (v/v)
- Vitamines 100x 1% (v/Iv)

[1.2. Ensemencement des cellules

Les plaques 96 puits sont ensemencées avec unentation de 5.F0cellules dans

150 uL de milieu de culture par puits.

Les cellules sont comptées a l'aide d'une celluleMidassez. Les plaques sont laissées a

incuber sous atmosphére contrdlée 16 h environ.
11.3. Traitement des cellules
Les solutions meres a 10 mM dans le DMSO des oditester sont préparées. Des

dilutions successives sont réalisées a partir dedladilutions pour le pré-criblage et 7

dilutions échelonnées en concentration pour laroiétetion des valeurs d’Kg.
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Chacune des solutions est diluée a 2% v/v danslieunde culture, puis 5QL de chaque
solution ainsi préparée sont additionnés aux adlgelon le plan de plaque représenté en
Figure 206.

Des puits sont réservés aux controle négatif (emlule DMSO a 2% dans le MEM) et
contrble positif (solution de DMSO a 20% dans le M)Eainsi gqu'au blanc (milieu de
culture).

Apreés agitation d’une minute (titramax 100, Heidgl@50 tours/min, vitesse = 5), les plaques

sont placées 48 h a I'étuve.

|C0mp0und #1: increasing [c] -->
S S S

Figure 206 : Plan de plaque utilisé pour la détermination des ICs,.

I1.4. Dosage du potentiel réducteur cellulaire

Le milieu de culture des plaques est éliminé pasurnement sur du papier absorbant
puis le tapis cellulaire est rincé avec 20d’une solution de PBS avec €&t M¢* & 37 °C.
Apres élimination du PBS, 150 d’une solution de résazurine a 2% v/v dans le M&dis
rouge phénol sont distribués dans les puits. Laguals sont incubées 1 a 2 h a 37 °C jusqu’'a
obtenir dans les puits de contréle milieu une #soence au moins trois fois supérieure au
bruit de fond.

La fluorescence est mesurée a une longueur d’oledeithtion de 530 nM et une longueur

d’onde d’émission de 590 nM (Fluoroskan, Labsystem)

Les données brutes sont traitées a l'aide d’'unifidale calcul excel.
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RESUME

La formation de cancers est liée a des déréglendenits progression du cycle cellulaire ou de
I'apoptose. L'identification des acteurs cellulairmis en jeu dans la maladie et I'élucidation des
mécanismes responsables de ces dysfonctionnementsasla base de nouveaux traitements
anticancéreux.

Ainsi, en vue du développement de thérapies @bliss kinases Pim et les protéines anti-
apoptotiques de la famille des Bcl-2, surexprimégss de nombreux types de cancers et associées a
des phénomenes de chimiorésistance, constitusrtililes pertinentes.

Les kinases Pim (Pim-1,-2 et -3) sont une farmdikesérine/thréonine kinases qui jouent un
réle fondamental dans les processus de survieral#épation ou de différenciation cellulaire. Bien
gu’elles possedent un substrat commun avec legesaptrotéines kinases, I'ATP, des différences
structurales permettent de les différencier etedeimhiber sélectivement. En tenant compte de ces
spécificités, nous nous sommes intéressés a laésaide nouveaux inhibiteurs sélectifs des kinases
Pim, compétitifs de 'ATP.

Parmi les autres agents impliqués dans la formatétumeurs, les protéines de la famille des
Bcl-2, responsables du phénomene d'apoptose ou catittlaire programmée, font I'objet d'un
domaine d’étude récent. Elles se classent en demdlés selon leur fonction : les protéines pro-
apoptotiques et les protéines anti-apoptotiques ldosurexpression est observée dans de nombreux
cancers. Nous avons poursuivi I'étude de relatgingcture-activité initiée au laboratoire a padiy
triméres d’alkoxyquinoléines, inhibiteurs micromos des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-
XL, en préparant de nouveaux analogues.

ABSTRACT

Cancer development is associated with dysfunctionsell cycle progression or apoptosis.
The identification of cellular agents involved ihig disease, and the elucidation of mechanisms
responsible for these dysfunctions provide theddasithe development of novel anti-cancer drugs.

Thus, Pim kinases and Bcl-2 anti-apoptotic praewhich are overexpressed in many
malignancies and contribute significantly to cheesistance are of great interest for the development
of targeted cancer therapy.

Pim kinases (Pim-1,-2 and -3) belong to a familgerine/threonine kinases which play a key
role in cell survival, proliferation and differemgion. Although all protein kinases share ATP as a
common substrate, the structure of the ATP-bindlingket of Pim kinases is unique and offers an
opportunity for a selective inhibition. Taking acew of these specificities, we were interestechim t
synthesis of novel selective ATP competitive Pimelsie inhibitors.

Among the other agents involved in tumorigeneBisl-2 family proteins, which govern
apoptosis (or programmed cell death), are subjeet recent interest. These proteins are divided in
two classes depending on their function: pro-ap@ptand anti-apoptotic members that are
overexpressed in a variety of cancers. In a prahnyi work in the laboratory, alkoxyquinoline trirser
have demonstrated micromolar inhibition against-apbptotic proteins Bcl-2 and Bc|-xTherefore,
we carried on this structure-activity relationskipdy with the synthesis of novel analogues.






