N
N

N

HAL

open science

Synthése et développement de nouvelles molécules

hétérocycliques tricycliques: étude de leurs propriétés

immunomodulatrices

Nour Bou Karroum

» To cite this version:

Nour Bou Karroum. Synthese et développement de nouvelles molécules hétérocycliques tricy-
cliques: étude de leurs propriétés immunomodulatrices. Médecine humaine et pathologie. Univer-
sité Montpellier; Ecole doctorale des Sciences et de Technologie (Beyrouth), 2018. Frangais. NNT:

2018MONTTO14 . tel-01907834

HAL Id: tel-01907834
https://theses.hal.science/tel-01907834
Submitted on 29 Oct 2018

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01907834
https://hal.archives-ouvertes.fr

THESE POUR OBTENIR LE GRADE DE DOCTEUR
DE L’UNIVERSITE DE MONTPELLIER

En CHIMIE PHARMACEUTIQUE et PHARMACOCHIMIE
Ecole doctorale Sciences Chimiques et Biologiques pour la Santé (CBS2)
Unité de recherche : Institut de Biomolécules Max Mousseron — UMRS5247

En partenariat international avec I'Université Libanaise - Ecole Doctorale de Sciences et Technologie (EDST)

Synthése et développement de nouvelles molécules hétérocycliques
tricycliques. Etude de leurs propriétés immunomodulatrices

Présentee par Nour BOU KARROUM
Le 25 juin 2018

Sous la direction de Professeur Pierre-Antoine BONNET
et Professeur Issam KASSAB

Devant le jury composé de

Pierre-Antoine BONNET, PU, Universite de Montpellier Directeur de thése
Mona DIAB-ASSAF, PU, Université Libanaise Membre invité
Jean-Frangois GUICHOU, PU, Université de Montpellier Examinateur

Majida JALBOUT, PU, Université de Montpellier Président du jury
Issam KASSAB, PU, Université Libanaise Co-Directeur de thése
Carine MASQUEFA, PU, Université de Montpellier Encadrant de thése
Georges MOARBESS, Professeur associé, Université Libanaise Co-encadrant de thése
Mohamad MROUEH, PU, Lebanese American University Rapporteur

Thierry TERME, PU, Université Aix-Marseille Rapporteur

UNIVERSITE
DE MONTPELLIER




REMERCIEMENTS

Ce travail de these a été réalisé en cotutelle entre |’Université de Montpellier et [’Université
Libanaise. A Montpellier, j’ai travaillé au sein de [’équipe d’Oncopharmacochimie et
Pharmacotoxicologie Cutanée. Au Liban, j’ai effectué mes travaux de recherche au sein de

[’équipe d’Immunologie a la Faculté de Santé Publique Il a Fanar.

Je tiens donc a remercier mon directeur de theése, Monsieur Pierre-Antoine Bonnet, de
m’avoir accueillie au sein du laboratoire, pour m’avoir fait confiance, pour son soutien et qui
a su me laisser la liberté nécessaire a l'accomplissement de mes travaux, tout en y gardant un
il critique et avisé. Merci de m'avoir fait connaitre Paris en trois heures...Merci pour les

délicieux Haribo ©

J’adresse mes remerciements a mon directeur de these libanais, Monsieur Issam Kassab, qui
grdce a lui j’ai pu voyager et effectuer ce travail de theése. Merci pour la confiance que vous
m'avez accordée, merci pour votre aide, pour vos conseils et j'espere étre toujours a la

hauteur de votre confiance.

Que Messieurs Thierry Terme et Mohamad Mroueh trouve ici l’expression de ma sincere
reconnaissance pour avoir accepté de juger ce travail. Je tiens aussi a exprimer ma
reconnaissance a Monsieur Jean-Francgois Guichou et Madame Majida Jalbout pour avoir

accepte d’examiner ce travail de these.

Je suis particulierement honorée de la présence du Madame Mona Diab-Assaf dans ce jury

de these. Veuillez accepter mes plus vifs remerciements pour vos conseils et votre soutien.

J attache une importance particuliere a exprimer ma profonde gratitude a mes encadrants de
these : Madame Carine Masquéfa et Monsieur Georges Moarbess :

Carine, vraiment je ne trouve pas les mots pour exprimer ma profonde gratitude, Les mots ne
suffisent pas pour te remercier...la these s’est trés bien passée grdce a ta présence a mes
cotés... merci de m’avoir écoutée a chaque fois que j’ai eu un probleme, merci pour tes

conseils précieux qui me remontent le moral, merci pour ton aide, ton humanité ...méme si je



veux te dire mille mercis ne seront jamais a la hauteur de ton implication dans la réalisation
de ce travail.

Georges, je te remercie de tout mon coeur pour tes conseils, ton soutien, ton aide, tes
encouragements qui me remontent le moral et renforcent ma confiance en soi. Merci pour les
moments inoubliables que nous avons passés dans le laboratoire de culture cellulaire. Merci
de m’avoir toujours orientée vers le bon chemin, merci de m’avoir écoutée, et j’espere étre a

la hauteur de vos attentes.

Je tiens aussi a exprimer ma profonde gratitude a mon amie Cindy Patinote. Cindy merci
beaucoup pour ta présence a mes cotés, pour ton aide, pour tes conseils... merci d’avoir
écouté mes soucis... Nous avons passé de moments inoubliables dans le laboratoire, merci

pour ton aide a la paillasse, merci pour tes explications...j attends votre visite au Liban !

Un tres grand merci pour mon amie Stéphanie Paniagua...Voila Steph, les trois années de
these sont passées tres vite...J étais tres contente de travailler avec toi, je n’oublie jamais les
bons moments que nous avons passés ensemble sur la paillasse et notre galeére avec la
purification du produit chloré & Steph, merci de m’avoir écoutée, merci pour tes conseils qui

me soulagent toujours et j 'attends votre visite au Liban !

Je tiens a exprimer ma reconnaissance a Monsieur Thierry Durand. Merci pour votre aide,
pour vos conseils assez précieux, pour votre soutien. Merci pour les moments inoubliables

que j’ai passés au sein de votre famille. Je vous remercie de tout mon ceeur.

Un grand merci a Adrien Chouchou pour son aide, ses conseils et son soutien. Merci pour
les bons moments que nous avons passés ensemble lors des congres internationaux et surtout

celui de Paris.

Mes plus vifs remerciements vont bien évidemment a toute [’équipe du Monsieur Thierry
Durand :  Camille, Céline, Alex, Jean-Marie, Valérie, Jean-Francois, Guillaume,

Espérance et Laurence. Je vous remercie tous pour votre soutien et votre aide.

Un grand merci également a l’équipe du Monsieur Alain Chavanieu : Alain, Lucie, Sébastien

et Yen, je vous remercie pour vos conseils, votre aide et votre bonne humeur.



Un grand merci a Madame Christelle Roques pour son aide, son soutien et sa patience.

J’adresse mes remerciements a Madame Hasnaa Bouharoun-Tayoun et Madame Soulaima
Chamat de ['Université Libanaise de m’avoir accueillie au sein de leur Laboratoire
d’Immunologie ou j’ai effectué la partie culture cellulaire. Mes remerciements vont aussi aux

membres de I’équipe : Catherine, Najibe, Leila, Joelle, Stephanie, René et Hanadi.

Cela va de soi, je remercie évidemment ma famille pour son irremplagable et inconditionnel
soutien. Merci Papa Doureid, Maman Salma, mon frére Jad et ma petite sceur Fifi pour vos
sacrifices, merci pour votre aide financiere, sans vous je n’en serais pas la. Cette these est un
peu la votre, aussi. Merci aussi a mes oncles Afif, Mounif, Akram, Samir, Walid, Haitham,
Mostafa et a mes tantes Daad, Raafat, Nada, Hanane, Lamia et Anaam pour leur aide, leur

soutien et leurs conseils. J espére que je resterais toujours a la hauteur de vos attentes.

Je voudrais dire merci également a mes amis qui m’ont supportée jusqu’au bout : Racha,

Ruba, Hala et Nizar.



RESUME

Les Toll-like récepteurs 7 et 8 (TLR7 et TLR8) jouent un rdle important dans 1’activation de la
réponse immunitaire innée et adaptative. Leur stimulation conduit a la production des cytokines pro-
inflammatoires et d’interférons de type I. L imiquimod et son dérivé le résiquimod sont les premiéres
molécules de faible poids moléculaire décrites comme agonistes du TLR7 et TLRS. Ces deux
molécules ont montré des activités anticancéreuses et adjuvantes trés importantes. Récemment, les
TLR 7 et 8 ont fait I’objet de plusieurs publications visant a développer de nouveaux agonistes TLR7
et/ou TLRS dans la perspective d’étre utilisés comme adjuvants vaccinaux. Malgré les roles essentiels
de TLR7 et TLRS dans la stimulation du systéme immunitaire, une activation immunitaire chronique
peut étre responsable de plusieurs maladies infectieuses et auto-immunes. D’ou I’importance de
développer également des antagonistes du TLR7 et/ou TLRS.

Ce travail de thése est consacré a la synthése et le développement de nouvelles molécules
hétérocycliques, analogues de I’imiquimod et de résiquimod, dans le but d’identifier de nouveaux
ligands TLR7 et/ou TLRS8. Des voies de synthése innovantes, permettant une modulation chimique
importante grace a des couplages croisés pallado-catalysés, ont été mises au point et ont permis
d’obtenir une cinquantaine de molécules appartenant a trois séries chimiques différentes de type
imidazo[1,2-a]pyrazine, imidazo[1,5-a]quinoxaline et pyrazolo[1,5-a]quinoxaline. De nombreux
essais d’alkylation ont été tentés sur ces trois séries chimiques afin d’introduire une large variété de
substituants sur le cycle a cinq sommets. L’application du couplage croisé de Sonogashira nous a
permis d’établir une liaison C-C et introduire diverses chaines alkyles. Ces composés ont été testés
pour leur activité agoniste et antagoniste du TLR7 et 8. Aucun des composés cibles n'a présenté
d’activité agoniste du TLR7 et TLRS, dans l'intervalle des concentrations testées. Par contre, tous les
composés ont montré une activité antagoniste sélective du TLR7. Les composés les plus actifs, 5.35a
et 5.35b, membres de la série pyrazolo[1,5-a]quinoxaline ont montré des ICsy de 1’ordre de 10 uM.
Ces résultats prometteurs nous ont permis la découverte d’une activité antagoniste TLR7 importante
pour la série pyrazolo[l,5-a]quinoxaline, une série trés peu développée dans la littérature. La
modulation chimique des molécules actives nous permet de donner naissance a de nouveaux leaders,
qui peuvent jouer un role important dans la thérapie de plusieurs maladies infectieuses et auto-

immunes.

Mots-clés : Toll-like récepteurs 7 (TLR7), Toll-like récepteurs 8 (TLRS8), agonistes du TLR7/8,
antagonistes du TLR7/8, imidazo[l,2-a]pyrazines, imidazo[l,5-a]quinoxalines et pyrazolo[1,5-

a]quinoxalines



ABSTRACT

Toll-like receptors 7 and 8 (TLR7 and TLRS) play an important role in immune system activation.
Their stimulation leads to the production of pro-inflammatory cytokines and type I interferons. Both
receptors recognize viral ssSRNA, as well as synthetic tricyclic imidazoquinoline derivatives such as
imiquimod (TLR7 agonist) and resiquimod (TLR7/8 agonist). These two molecules showed
significative anti-cancer and adjuvant activities. Many reports in the literature have been focused on
the development of new TLR7/8 agonists belonging to different chemical series. These agonists
strongly induce the production of T helper 1-polarizing cytokines and may therefore serve as
promising candidate vaccine adjuvants. Despite the essential roles of TLR7 and TLRS in the immune
system stimulation, chronic immune activation may be responsible for several infectious and
autoimmune diseases. Consequently, the development of TLR7 inhibitors may play an important role

in the therapy of these diseases.

In this study, we are interested in the synthesis and development of new heterocyclic molecules,
analogs of imiquimod and resiquimod, in order to identify new TLR7 and/or TLRS ligands. Different
synthetic pathways have been developed, using cross coupling reactions, in order to obtain a wide
variety of molecules belonging to three chemical series: imidazo[l,2-a]pyrazine, imidazo[1,5-
a]quinoxaline et pyrazolo[1,5-a]quinoxaline. Various alkylation reactions were attempted on these
three chemical series in order to introduce a wide variety of substituents on the five-membered ring.
The application of Sonogashira's cross-coupling allowed us to establish a C-C bond and introduce
various alkyl chains. All compounds have been tested for their TLR7/8 agonistic and antagonistic
activity using HEK-Blue™-hTLR7/8 cells. The synthesized compounds are completely inactive as
TLR7/8 agonists and are selective TLR7 antagonists. Two compounds of the pyrazolo[l1,5-
a]quinoxaline series, compound 5.35a and 5.35b, bearing butyl and isobutyl chain respectively, are
potent and selective TLR7 antagonists with low micromolar ICsy. Results allowed us to discover
significative activity for the pyrazolo[1,5-a]quinoxaline series as selective TLR7 antagonists, which

may therefore play an important role in the therapy of several infectious or autoimmune diseases.

Keywords : Toll-like receptor 7 (TLR7), Toll-like receptor 8 (TLRS), TLR7/8 antagonists, TLR7/8

agonists, imidazo[ 1,2-a|pyrazines, imidazo[ 1,5-a]quinoxalines and pyrazolo[1,5-a]quinoxalines
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INTRODUCTION GENERALE

L'immunité innée est la premiére ligne de défense, non spécifique, contre les agents
pathogenes. Elle est induite par un signal danger émis suite a ’interaction spécifique entre des
récepteurs du soi appelés PRR (Pattern Recognition Receptors) et des motifs structuraux trés
conservés présents sur I'enveloppe des micro-organismes appelées PAMP (Pathogen Associated
Molecular Patterns). 1l existe trois groupes des PRR : les PRR solubles comme la protéine C réactive
(CRP), les PRR membranaires comme les récepteurs au mannose, les récepteurs scavengers et les
récepteurs Toll-like (TLR) et les PRR intracellulaires tels que « NOD-like receptor » (NLR) et « RNA
helicase » (RLR). Les récepteurs Toll-like (TLRs) représentent un groupe particulierement important
des PRR. Les TLR sont des récepteurs cellulaires qui existent chez ’homme et les mammiféres et sont
homologues au produit du géne de drosophile Toll. Dix TLR différents (TLR1 a 10) ont été identifiés
chez 1homme et qui sont exprimés dans les cellules immunitaires innées telles que les cellules
dendritiques (DC) et les macrophages ainsi que les cellules non immunitaires telles que les cellules
fibroblastiques et les cellules épithéliales. Les TLR sont divisés en deux groupes en fonction de leur
localisation, des TLR de surface cellulaire et des TLR intracellulaires. Les TLR de surface cellulaire
comprennent TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 et TLR10 et reconnaissent les composants de la
membrane microbienne, tandis que les TLR intracellulaires sont localisés au niveau de la membrane
de l'endosome et comprennent TLR3, TLR7, TLR8, TLRY. Ces derniers reconnaissent les acides
nucléiques comme I’ADN et I’ARN.

Parmi les TLR endosomaux, TLR7 et TLRS8 possedent un important degré d’homologie et de
similitude au niveau de la séquence et de la fonction a la fois. Les deux récepteurs reconnaissent des
ARN simple brin viraux, ainsi que des dérivés tricycliques de la série des imidazo[4,5-c]quinolines
tels que I'imiquimod (agoniste de TLR7) et le résiquimod (agoniste de TLR7/8). Durant ces dernic¢res
années, de nombreux travaux se sont concentrés sur le développement de nouveaux agonistes TLR7/8
appartenant a différentes séries chimiques. Le pouvoir immunostimulant de ces agonistes leur permet
d’intervenir dans la thérapie de plusieurs maladies et d’étre des candidats adjuvants vaccinaux. En
revanche, une activation immunitaire chronique peut étre a la base de plusieurs maladies infectieuses
et auto-immunes. Pour cela, le développement d'antagonistes de TLR7/8 peut jouer également un role
important dans la thérapie de ces maladies.

Notre laboratoire d’Oncopharmacochimie et Pharmacotoxicologie Cutanée travaille depuis
une dizaine d’années sur des molécules hétérocycliques analogues de I’imiquimod afin d’évaluer leur
activité anticancéreuse sur le mélanome et le lymphome. Ces molécules appartiennent a trois séries
chimiques : imidazo[1,2-a]quinoxaline, imidazo[1,5-a]quinoxaline et pyrazolo[1,5-a]quinoxaline. Vu
les propriétés anticancéreuses importantes de la série imidazo[1,2-a]quinoxaline, notre laboratoire a

poursuivi ses travaux de recherche sur cette série tant en chimie qu’en biologie. De nouveaux dérivés



d’imidazo[1,2-a]quinoxalines ont été synthétisés afin d’augmenter la diversité structurale de cette
série. Parallélement a la synthése chimique, plusieurs tests biologiques ont été effectués concernant les
vois de transduction de signal impliquées dans le mode d’action des molécules actives.

Récemment, notre laboratoire a accordé de 1’importance au potentiel immunomodulateur de
ces hétérocycles. L’analogie structurale entre les imidazo[l,5-a]quinoxalines, les pyrazolo[1,5-
a]quinoxalines, les imidazo[1,2-a]pyrazine et I’imiquimod, connu par son activité agoniste TLR7, a
permis de fixer les futurs axes de recherche tant en chimie qu’en biologie, notamment autour des effets
immunomodulateurs des dérivés tri- et bi-cycliques, et particulierement leur activité agoniste ou
antagoniste vis a vis des TLR7 et TLRS8. Il m’a donc été proposé d’initier ce travail et de développer
des molécules de type imidazo[l,5-a]quinoxaline, pyrazolo[1,5-a]quinoxaline et imidazo[l,2-
alpyrazine afin d’évaluer leur activité agoniste ou antagoniste TLR7 et TLRS.

Ce travail de recherche est effectué en cotutelle entre 'universit¢é de Montpellier et
I’Université Libanaise et sera présenté sous la forme de these sur articles contenant cinq chapitres.

Dans les deux premiers chapitres, nous exposerons les données bibliographiques concernant la
localisation, I’expression, le trafic intracellulaire, la signalisation ainsi que la structure des TLR7 et
TLR8. Ensuite une recherche bien détaillée sur les différents types de ligands TLR7/8 incluant
notamment des études de relation structure-activité qui seront développées.

Le troisiéme et le quatrieme chapitre seront consacrés aux différentes stratégies de synthése
conduisant a la construction des imidazo[1,5-a]quinoxalines, des imidazo[1,2-a]quinoxalines, des
pyrazolo[1,5-a]quinoxalines et des imidazo[l,2-a]pyrazines. Puis, un rappel bibliographique
concernant les couplages croisés pallado-catalysés sera exposé.

Aprés une étude bibliographique détaillée, nous aborderons les travaux réalisés dans le
cinquiéme chapitre :

Dans un premier temps, nous exposerons les différentes stratégies de synthése qui nous a
permis d’obtenir les molécules de deux séries chimiques différentes, les imidazo[1,5-a]quinoxalines et
les pyrazolo[1,5-a]quinoxalines. Par I’intermédiaire du couplage crois¢ de Suzuki-Miyaura, nous
avons pu augmenter la diversité structurale de ces séries. Cette premiere librairie de molécules a été
¢évaluée pour Iactivité agoniste et antagoniste TLR7/8 dans le Laboratoire d’ Immunologie a la Faculté
de Santé Publique II a I’Université libanaise. En se basant sur les résultats biologiques obtenus, les
molécules nouvellement synthétisées ont été également testées pour leur activité inhibitrice kB
kinases (IKKs).

Dans un second temps, des études de modélisation moléculaire ou de docking virtuel ont été
effectuées en vue de concevoir un profil bien précis de molécules a synthétiser. Cette partie a été
effectuée en collaboration avec le Centre de Biochimie Structurale (CBS) a Montpellier.

Par rapport aux résultats des chapitres précédents, des essais d’alkylation ont été réalisés via
de couplages croisés pallado-catalysés afin d’introduire une chaine alkyle sur le cycle a cinq sommets.

Une deuxiéme librairie de molécules a été ainsi synthétisée en utilisant de nouvelles stratégies de
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synthése. L’activité immunomodulatrice des molécules nouvellement synthétisées a été également
testée sur des cellules HEK-Blue™ hTLR7 et hTLR8 exprimant soit le TLR7 soit le TLRS.
Dans la conclusion générale, nous résumerons les principaux résultats et exposerons les

perspectives de ce travail.



CHAPITRE I : LES TOLL-LIKE RECEPTEURS (TLR)

1. Systéme immunitaire
1.1 Définition du systéme immunitaire

L’immunité fait référence aux mécanismes de défense d'un organisme vivant contre les agents
pathogenes responsables de maladies, tels que les virus, les bactéries, les parasites ou contre certaines
molécules « étrangeres » toxiques. Il est également capable de détecter et de détruire les cellules de
son propre organisme quand elles sont transformées par un virus ou un processus cancéreux et
devenues du « soi modifié ». L'ensemble des cellules, tissus et molécules qui concourent a opposer une
résistance aux infections est appelé systéme immunitaire. Ce dernier est compos¢ d’une multitude de
cellules et de molécules composant un réseau dynamique capable de reconnaitre spécifiquement et
d’¢liminer un grand nombre de micro-organismes étrangers ainsi que des cellules du soi transformées
par un virus ou un processus cancéreux. L'organisme dispose de deux systémes de défense :

I'immunité innée et 'immunité adaptative.
1.2 Immunité innée

L'immunité innée correspond a une réponse constitutive d'action immédiate, non spécifique de I’agent
pathogene et non adaptative. Elle repose sur une distinction globale du soi et du non-soi. Cette
premiére ligne de défense, trés efficace, empéche la plupart des infections de se propager et permet
ainsi d’éliminer 1’agent infectieux dans les heures qui suivent sa rencontre avec I’organisme. D’abord,
le systéme immunitaire utilise ses barrieres physiques. En effet, le premier obstacle rencontré par les
pathogenes sont les barriéres anatomiques protectrices de I’hote. C’est I’exemple de la peau et de la
surface des muqueuses qui constituent des barrieres efficaces contre I’entrée de la plupart des
microorganismes. L’acidité de I’estomac et de la transpiration empéche ¢galement le développement
des organismes incapables de se développer dans des conditions acides. Les enzymes, comme le
lysozyme, qui sont présentes dans les larmes peuvent également contribuer a cette défense en altérant
la paroi cellulaire de certaines bactéries. Au-dela de ces premieres barriéres, I’immunité innée
comporte non seulement des acteurs cellulaires, comme les phagocytes [1] et les cellules tueuses
naturelles (NK) mais aussi des composants anti-microbiens synthétisés par 1’hote, et des molécules
solubles comme les interférons et les facteurs du complément. L’ensemble de ces mécanismes permet
de reconnaitre et neutraliser les organismes étrangers. Cependant, les éléments de reconnaissance du
systéme immunitaire inné, capables de discriminer le Soi du non Soi, ne sont pas spécialisés dans la

reconnaissance des différences subtiles entre les molécules étrangeres. La plupart des molécules de



I’immunité innée ont ainsi développé la capacité de reconnaitre des groupes ou "patterns’” de
molécules communément retrouvés sur certains pathogenes via des récepteurs appelés PRR (Pattern-
Recognition Receptors) [2] [3]. Ces récepteurs reconnaissent des molécules aux motifs structuraux
conservés présents sur 1’enveloppe des microorganismes mais absents des cellules eucaryotes : les
PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) [2] [3] (Tableau 1). Parmi ces PRR, on peut
distinguer trois groupes de PRR :

- les PRR solubles comme la protéine C réactive (CRP) responsable de I’activation du

complément et de I’opsonisation.

- les PRR membranaires comme

o Les récepteurs au mannose [4] impliqué dans la phagocytose.

o Les récepteurs scavengers [S5] liant les lipoprotéines oxydées véhiculant le
cholestérol destinées a étre éliminées par phagocytose et jouant un role dans la
clairance des corps apoptotiques et dans le métabolisme lipidique.

o Les récepteurs Toll-like (TLRs) [6] [7] permettant la synthése de cytokines pro-
inflammatoires, de chimiokines, d’interféron de type I, ainsi que 1’augmentation
de I’expression de molécules de co-stimulation et la maturation des cellules
présentatrices d’antigénes faisant un lien avec I’immunité adaptative [8] [9] [10].

- Les PRR intracellulaires tels que « NOD-like receptor » (NLR) [11] [12] et « RNA helicase »
(RLR) [13] permettent une reconnaissance cytosolique des composés bactériens et viraux,

respectivement.

Tableau 1 : Liste des principaux PRRs en fonction de leur localisation cellulaire et de la nature des
ligands reconnus.

PRR PAMP Localisation
Récepteur scavenger LDL, LPS (bactéries) Membrane plasmique
Mannose récepteur Mannose (levures, bactéries) Membrane plasmique ou
plasmatique

TLR2Z Peptidoglycans (Gram+) Membrane plasmique
TLR4 Lipopolysaccharides (Gram-) Membrane plasmique
TLR3 ARN double brin (virus) Endosome
TLRY, 8 ARN simple brin {virus) Endosome
RIG-1 like helicase ARN double brin (virus) Cytosol
Nod-like receptor (NLR) Parois bactérienne ou motifs Cytosol

bactériens (flagelline, toxine), signaux

de danger endogénes




1.3 Immunité adaptative

Cependant, il arrive que I'immunité innée ne soit pas suffisante et que le pathogéne parvienne a
¢chapper a cette premiere ligne de défense. Ainsi, afin de reconnaitre et d’éliminer cette fois-ci
sélectivement les pathogénes, il existe une seconde voie d’immunité, connue sous le nom d’immunité
adaptative, qui se met en place quelques jours aprés I’infection initiale. Cette réponse constitue une
seconde ligne de défense qui permet d’éliminer les pathogenes qui ont échappé a la réponse innée ou
qui persistent malgré cette réponse. Cette réponse adaptative nécessite la communication entre deux
populations cellulaires : les lymphocytes et les cellules présentatrices d’antigene (CPA). Parce qu’ils
produisent et exposent a la surface membranaire des récepteurs qui fixent ’antigéne, les lymphocytes
portent les attributs spécifiquement immunologiques de spécificité, de diversité, de mémoire et de
reconnaissance du Soi et du non Soi. Deux populations de lymphocytes coexistent dans 1’organisme :
les lymphocytes B (LB), sécréteurs d’anticorps, conduisant a une immunit¢é humorale et les
lymphocytes T (LT), schématiquement divisés en cellules auxiliaires et en cellules cytotoxiques,
conduisant majoritairement a une immunité cellulaire. Les cellules présentatrices d’antigénes, quant a
elles, sont en charge de capturer I’antigéne et de le présenter aux lymphocytes afin d’initier cette

réponse adaptatrice.

2. Les Toll-like récepteurs (TLR)

Les PRRs ont été identifiés dans le sérum, la surface cellulaire, I’endosome, et dans le cytoplasme. Les
récepteurs Toll-like (TLRs) représentent un groupe particulierement important des PRR. Les TLRs
sont des récepteurs cellulaires qui existent chez I’homme et les mammiferes et sont homologues au
produit du géne de drosophile Toll [6] [7].

La drosophile est un modéle génétique puissant, pour lequel de nombreux outils génomiques et
protéomiques sont disponibles, qui a fait ses preuves pour I’élucidation des mécanismes moléculaires
contrdlant le développement, 1’oncogenése ou plus récemment les mécanismes de défense de 1’hote.
Une des caractéristiques de la réponse immunitaire de la drosophile est la synthése de puissants
peptides antimicrobiens en réponse a I’infection. Ces peptides inductibles, qui sont actifs contre des
bactéries a Gram positif et/ou négatif ou des champignons, peuvent étre utilisés comme marqueurs de
la réponse immunitaire. L’analyse génétique de la régulation de 1’expression des génes codant pour ces
peptides a mené a I’identification de deux voies de signalisation : la voie Toll, activée en réponse a des
infections par des bactéries a Gram positif ou des champignons, qui contrdle notamment I’expression
du peptide antifongique drosomycine ; et la voie IMD « Immune Deficient », activée par infections
bactériennes a Gram négatif, et qui controle ’expression des genes codant pour des peptides

antibactériens comme la diptéricine [6] [14].



Les paralogues TLR sont situés sur les surfaces cellulaires ou a 1'intérieur des endosomes et jouent un
role important dans la défense de I'hote contre les organismes pathogénes. Suite a la mise en évidence
du rdle critique joué par le récepteur Toll chez la drosophile, une famille de 13 récepteurs apparentés a
Toll, les Toll-like receptors (TLRs1-13), a été identifiée chez les mammiféres. Cette famille est
capable de reconnaitre une variété des molécules aux motifs structuraux conservés présents sur

I’enveloppe des microorganismes (PAMPs).

2.1 Localisation

Le premier TLR identifi¢ chez les mammiféres a été¢ le TLR4 en 1998 [7] [15]. Les TLR sont exprimés
sur des cellules immunitaires comme les macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes B et
T, les neutrophiles, les cellules tueuses naturelles (NK), les monocytes, les €osinophiles et sur des
cellules non immunitaires comme les fibroblastes, les kératinocytes, les cellules épithéliales des tractus
intestinal, respiratoire et urogénital [16] [17]. Les TLR1, TLR2, TLR4, TLRS5, TLR6, TLRI10,
identifiés chez la souris et I’homme, sont exprimés sur la membrane plasmique cellulaire [18] [19]
alors que les TLR3, TLR7, TLR8 et TLRY sont exprimés sur la membrane de I’endosome chez la
souris et I’homme, par contre, TLR11, TLR12 et TLR13 sont des récepteurs endosomaux spécifiques

de la souris [20] [21] [22] [23].

2.2 Structure

Chaque TLR est composé d’un domaine extramembranaire avec des répétitions riches en leucines
(LRR) qui sont responsables de la reconnaissance des ¢léments du pathogéne (PAMPs), d’un domaine
transmembranaire, et d’un domaine cytoplasmique comprenant une séquence Toll/IL-1 receptor (TIR)
qui ressemble a celle du récepteur de I'IL1 et qui est responsable de la transduction du signal.
L'ectodomaine présente une structure semblable a celle d'un fer a cheval, et les TLR interagissent avec
leurs PAMPs en tant quhomo ou hétérodimere avec un corécepteur ou une molécule accessoire [24]

[25].

2.3 Différents types des TLRs avec leurs ligands

Les TLRs sont subdivisés en deux catégories basées sur leur localisation : les TLR exprimés sur la
surface cellulaire et les TLRs exprimés dans la membrane des endosomes.

Les TLRs exprimés a la surface cellulaire reconnaissent principalement les composants de la
membrane microbienne comme les lipides, les lipoprotéines et les protéines. TLR4 reconnait le
lipopolysaccharide bactérien (LPS) [15], le TLR2 en formant un complexe dimérique avec le TLR1 ou

le TLR6 sur la membrane plasmique reconnait une grande variété des PAMPs incluant des
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lipoproteines, des peptidoglycanes, 1’acide lipotéichoique, le zymosane, le mannane [26]. Le TLRS
reconnait la flagelline bacterienne [27]. TLR10 en collaboration avec TLR2 reconnait des ligands
provenant de Listeria monocytogenes [28] et il est impliqué dans I’induction de la réponse immunitaire
innée suit a une infection par le virus d’influenza [29].

Les TLRs intracellulaires reconnaissent des acides nucléiques dérivés des bactéries et des virus. TLR 3
reconnait ’ARN viral double brin et les petits ARN interférents [30] [31]. TLR7 et 8 reconnaissent
I’ARN simple brin d’origine viral ou bactérien [32] [33]. TLR9 reconnait I’ADN d’origine viral ou
bactérien riche en motifs CpG non méthylés, I’hémozoine (dérivé de 1’hémoglobine) du Plasmodium
falciparum [34]. TLRI11 est localisée dans l'endolysosome et reconnait la flagelline [35] ou un
composant protéique inconnu d'Escherichia coli uropathogéne (UPEC) ainsi qu'une molécule
ressemblant a la profiline dérivée de Toxoplasma gondii [21]. TLR12 est principalement exprimé dans
les cellules myéloides et il est trés similaire a TLR11 et reconnait la profiline de T. gondii [22]. TLR12
fonctionne comme un homodimére ou un hétérodimeére avec TLRI11 [36] [37]. TLR13 reconnait
I'ARN ribosomale 23S bactérien [38] [39] [40] et les composants inconnus du virus de la stomatite

vésiculaire [41].

2.4 Voies de signalisation des TLR

Les TLRs activent une voie de signalisation menant a [’activation des facteurs de transcription
nucléaire qui migrent vers le noyau et régulent 1’expression des cytokines inflammatoires et des
molécules costimulatrices. Aprés la liaison avec leurs ligands, les TLRs recrutent un ensemble des
protéines adaptatrices qui se fixent sur les domaines TIR des TLRs. Cette fixation déclenche une
cascade de signalisation qui aboutit a la translocation des facteurs nucléaires et permet la synthése de
différentes cytokines et chimiokines (Figure 1).

Il existe quatre protéines adaptatrices dans la signalisation des TLRs. Le facteur de différentiation
my¢éloide 88 (Myd88) est utilis¢ par tous les TLRs a I’exception du TLR3 et active la voie de NF-kB
et la voie des MAPKs pour I’expression des genes des cytokines inflammatoires. TIRAP/MAL (TIR
containing adaptor protein/MyD88-adaptor-like) est une protéine adaptatrice qui recrute Myd88 aux
TLRs exprimés a la surface cellulaire comme le TLR2 et TLR4. Une étude montre que TIRAP
participe a la signalisation des TLRs endosomaux comme le TLR9. TRIF/TICAM1 (TIR-containing
adaptor inducing interferon-f (IFN-p)/TIR-domain-containing adaptor molecule 1) est recruté par les
TLR3 et 4 et déclenche une voie de signalisation alternative qui conduit a I’activation de I’IRF3, NF-
kB et MAPKs pour I’induction de I'IFN type I et des cytokines inflammatoires. TRAM/TICAM2
(TIR-domain-containing adaptor molecule/TRIF related adaptor molecule 2) est sélectivement recruté
par le TLR4 et non le TLR3 afin d’établir la liaison entre TRIF et TLR4. TLR3 interagit directement
avec TRIF.
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Figure 1 : Transduction du signal et les différentes voies de signalisation lors de I’activation des TLRs
par leurs ligands naturels [44].

En gros, la signalisation des TLRs est divisée en deux voies : La voie Myd88 dépendante et la voie

TRIF dépendante [24].

2.4.1 Voie du Myd88

Les TLRs interagissent par leur domaine TIR avec une molécule cytoplasmique contenant elle-méme
un domaine TIR, c’est la protéine adaptatrice Myd88. Cette molécule contient un domaine de mort
(DD : Death domain) aminoterminal qui va interagir avec les sérine-thréonine kinases a domaine DD
de la famille /L-1 receptor-associated kinase (IRAK). Myd88 joue un rdle d’adaptateur entre les TLRs
et les kinases impliquées dans la signalisation. IRAK4 est la premicre kinase activée. IRAK4 active
IRAKI, qui est ensuite autophosphorylée sur plusieurs sites et libérée de Myd88. IRAK1 interagit
avec TNF-receptor-associated factor (TRAF6). Cette molécule a domaine RING active alors les
facteurs Uevla et Ubc13 qui catalysent la polyubiquitination de TRAF6. Le complexe IRAK1-TRAF6
formé initie quatre voies. La premiére aboutit a la translocation des facteurs nucléaires NF-kB et AP1,

les trois autres aboutissants a la translocation d’autres facteurs, les Interferon regulatory factor (IRF).

La premiére voie: La polyubiquitination du TRAF6 lui permet d’interagir et d’activer le
transforming growth factor-b-activated kinase-1 (TAK1) et TAKI1 binding protein (TAB). Le

complexe TAK1-TAB formé et activé initie deux voies : la voie de I’'lkB kinase (IKK) qui entraine la

9



translocation de NF-kB et la voie des mitogen-activated protein kinase (MAPK) qui aboutit a la

translocation d’AP1.

v" Voie des IKKs : Dans la voie de ’IKK, TAK1-TAB phosphoryle le complexe IKKa, IKK,
NEMO, qui a son tour phosphoryle IkB li¢ a NF-xB. IxB se détache et libére NF-kB qui migre
vers le noyau et entraine la synthése de cytokines pro-inflammatoires : 'INF-f, p35, IL12 et

inductible nitric oxide synthetase (iNOS).

v" Voie des MAPK : le complexe TAK1-TAB active aussi les membres de la famille des MAPK
comme ERK1/2, p38 et JNK, qui vont activer le facteur de transcription API1. Il existe trois
classes de MAPK qui sont phosphorylées en cascade : les MKKK (MEKK), les MKK (MEK)
et les MAPK. TAK1 est une MKKK qui active la MKK 4 et la MKK7 qui phosphorylent c-
Jun N-terminal kinase (JNK) qui est une MAPK. JNK active le facteur nucléaire « c-Jun » qui
est une partie d’AP1. TAK1 peut également activer le complexe « pl05 (NF-xB)-Tpl 2
(MKKK).» Ce complexe activé stimule MKK1 et MKK2 qui activent le facteur extracellular
signal-regulated kinase (ERK). Le facteur ERK active a son tour le facteur « ¢ Fos » qui
constitue la deuxieme partie d’AP1 et entraine la synthése de cytokines pro-inflammatoires et

de 'INF-B [42].

La deuxiéme voie initiée par le complexe IRAK4-TRAF6 est la translocation d’IRF5 qui migre vers

le noyau et entraine la synthése de I’IL6, le TNF a.

La troisiéme voie aboutit a 1’activation d’IRF1 qui entraine la synthése de I'INF B, p35, IL12 et
iNOS.

La quatriéme voie déclenchée par le complexe IRAK4-TRAF6 est celle qui active le complexe
TRAF3-IRAKI-IKKa. Ce dernier initie la translocation de IRF7 en phosphorylant sa partie C
terminale. Deux IRF7 activés forment un homodimére qui migre vers le noyau pour activer les génes

des IFN a et . Ces deux derniéres voies sont utilisées uniquement par TLR7 et TLR9 [43].

2.4.2 Voie du TRIF

Cette voie est utilisée par le TLR3 et le TLR4. Le TLR3 fixe directement TRIF sur son domaine TIR,
alors que TLR4 utilise TRAM comme intermédiaire pour fixer TRIF. Deux voies sont possibles : la
voie de TRAF6 et celle de TRAF3. Dans la voie de TRAF6, TRIF active TRAF6 qui va recruter le
receptor-interacting protein 1 (RIP1). Le complexe TRAF6-RIP1 active TAK1-TAB conduisant a
I’activation du NF-kB et la voie des MAPK [43] ce qui va permettre 1’expression des cytokines

inflammatoires. Dans la voie du TRAF3, TRIF active TRAF3 qui va recruter TBK1 et IKKi pour la
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phosphorylation d’IRF3. Ce dernier forme un homodimeére et se dirige vers le noyau pour I’induction

de I'IFN p.

3. Les récepteurs Toll-like 7 et 8 (TLR7/8)

Parmi les TLRs qui sont exprimés a la membrane des endosomes, nous citons les TLR7 et 8. Ces deux
types de récepteur possédent un important degré d’homologie et de similitude au niveau de la
séquence et de la fonction a la fois [44] [45] [46] [47]. Les deux récepteurs reconnaissent des ARNs
simple brin riches en guanosine et uridine comme les ARNs simple brin exogenes dérivant des virus
comme le virus de I’'immunodéficience humaine de type 1 (VIH), le virus de I’hépatite C et le virus
d’influenza A, considérés comme des ligands naturels pour ces récepteurs. Ils reconnaissent aussi des
structures chimiques hétérocycliques de faible poids moléculaire comme le résiquimod et I’imiquimod
appartenant a la famille des imidazo[4,5-c]quinolines [48].

Des différences spécifiques de ’espéce existent dans la reconnaissance de la séquence de I’ARN
simple brin et le résiquimod [45]. Par exemple, I’ARN simple brin riche en guanosine et en uridine
provenant du virus VIH est reconnu par le TLR7 murin et le TLR8 humain mais non par le TLR7
humain et le TLR8 murin. Par contre, le resiquimod est reconnu par le TLR7 humain et murin ainsi

que par le TLR8 humain et non murin.

3.1 Expression cellulaire

L’expression du TLR7 est prédominante dans les cellules dendritiques plasmacytoides (DCp) et dans
les cellules B [17] [49] [50]. De faibles niveaux de TLR7 ont également été observés dans les cellules
non immunitaires telles que les hépatocytes, les cellules épithéliales et les kératinocytes [51] [52] [53]
[54]. Contrairement aux TLR7, TLRS8 est plus fortement exprimé dans les cellules dendritiques
myéloides, et a un degré moindre dans les cellules dendritiques plasmacytoides, et il est exprimé aussi
au niveau des monocytes [17] [55]. Dans certaines circonstances, 1I’expression de TLR7 est inductible
dans les cellules exprimant un niveau basal, indétectable de TLR7, y compris les cellules immunitaires
telles que les macrophages, les cellules dendritiques myéloides et les cellules non immunitaires
comme les hépatocytes et les kératinocytes [S1] [54] [56] [57] [58]. Par exemple, 1’expression de
’ARNm du TLR7 est induite par la stimulation de I’'IFN-y au niveau des macrophages. De méme
I’infection par les virus tels que I’hépatite C, le virus de I'immunodéficience (VIH) et le virus
d’influenza A entraine une sur-régulation de I’expression des TLR7 dans les hépatocytes, les cellules
immunitaires circulantes et les macrophages primaires respectivement [51] [56] [59]. Dans ces
circonstances, il est probable que les cytokines induites par I’infection virale soient responsables du
déclenchement de I’induction de I’expression du TLR7. En effet, I’infection des macrophages

primaires par le virus d’influenza entraine une sur-régulation de I’ARNm du TLR7 d’une maniére
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dépendante d’IFN type I [59]. En outre, I’expression augmentée de TLR7 et 8 est observée dans le
cancer comme le cancer du poumon non a petites cellules (NSCLC : Non-Small-Cell lung carcinoma)
et le carcinome hépatocellulaire ainsi que dans les maladies auto-immunes telles que la polyarthrite

rhumatoide et le lupus érythémateux disséminé (LED) [57] [60] [61].

3.2. Le trafic intracellulaire des TLR7 et 8 : Depuis le réticulum endoplasmique jusqu’a leur

destination finale I’endosome.

De nombreuses études ont décrit les mécanismes de localisation ainsi que le trafic intracellulaire de
TLR7. La plupart de ces études ont été réalisées sur des modeles murins. En comparaison avec le
TLR7, les mécanismes contrdlant la localisation du TLRS8 sont moins compris, et cela peut étre di a
un manque des modeles murins appropriés pour I’étude du TLR8, vu que le TLR8 murin est non

fonctionnel.

3.2.1 La délivrance du TLR7 a I’endosome

Le TLR7 est synthétisé sous la forme d’une protéine inactive dans le réticulum endoplasmique (RE) et
il doit étre replié¢ correctement avant de quitter le RE [62] (Figure 2). Deux protéines chaperonnes
résidentes dans le RE : la protéine de choc thermique gp96 et la protéine associée au TLR4 (PRATA4),
sont impliquées dans le repliement du TLR7 ainsi que d’autres TLRs. Une autre protéine chaperonne
du RE est la protéine 59 contenant des répétitions riches en leucine (LRRC59) qui induit la
localisation du TLRS ainsi que le TLRY et 3 dans les cellules humaines. La localisation endosomale du
TLR8 et TLRY nécessite I’implication du LRRCS59, et I’absence de cette protéine a entrainé une
diminution de la signalisation TLR8 et TLR9. Une des molécules chaperonnes du RE, la plus étudiée,
est la protéine UNC93B1 « Uncoordinated 93 homolog Bl », qui joue un rdle important dans
I’exportation des TLRs endosomaux qui vont du RE a I’appareil de Golgi puis a I’endosome. En
réponse a la signalisation des cytokines pro-inflammatoires, la transcription du TLR7 est induite par le
facteur de transcription nucléaire NF-kB. TLR7 est synthétis¢ dans le RE ou résident les protéines
chaperonnes, gp96 et PRAT4, qui sont nécessaires au repliement du TLR7 avant de quitter le RE. Lors
d’une stimulation cellulaire (par exemple par I’imiquimod) ou d’une infection, LRRC59 va favoriser
un emballage du TLR7 médi¢ par la protéine chaperonne UNC93B1 dans des vésicules recouvertes du
complexe II, lui méme composé des protéines d’enveloppe COPIL. Ainsi, COPII contenant le TLR7 va
migrer du RE jusqu’a ’appareil du Golgi. Dans ce dernier, UNC93B1 va subir I"ubiquitination du
TLR7 et la machine HRS/ESCRT (HRS/endosomal sorting complex required for transport) prépare le
TLR7 ubiquitiné pour le transport endolysosomal. Une famille de protéines adaptatrices (AP 1-4) est
nécessaire au transport du TLR-UNC93BI1 jusqu’a I’endosome. AP4 et AP3 délivrent le TLR7 de

I’appareil du Golgi aux organites apparentés aux lysosomes (LRO) tels que « NF-kB endosomes » et
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«IRF-7 endosomes » respectivement. « IRF-7 endosomes » sont des protéines membranaires
associées au lysosome (LAMP)-1"/LAMP2" qui agissent par I’intermédiaire de I'IRF-7 pour la
production de I’'IFN type I. Par contre la production des cytokines pro-inflammatoires se produit lors
de la liaison des ligands aux TLRs dans les endosomes NF-kB. Ces endosomes sont formés de

protéines membranaires associées au lysosome (LAMP-3"/LAMP2") qui agissent par I’intermédiaire

du NF-kB.

Cytoplasm Plasma membrane

@@90
TNF-a
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cytokine signaling

Figure 2 : Le trafic intracellulaire du TLR7 : Depuis le réticulum endoplasmique jusqu’a leur
destination finale I’endosome [62].

Une fois que le TLR7 atteint ’endosome, le pH acide de ce dernier va favoriser le clivage
protéolytique par des protéases comme 1’ Asparagine EndoPeptidase (AEP) et plusieurs cathepsines.
Une autre protéase, la furine qui est une Proprotéine Convertase (PC), capable de cliver le TLR7
humain dans I’endosome pour la génération du TLR7 mature. Cette enzyme est impliquée dans la
protéolyse du TLR8 dans les macrophages et les monocytes humains primaires.

Lors d’une infection ou d’une stimulation avec l'agoniste, les ligands doivent entrer dans I’endosome
pour déclencher I’activation des TLR7. Ces ligands peuvent atteindre 1’endosome par endocytose
mediée par des récepteurs. De plus, il a ét¢ montré que les cellules dendritiques plasmacytoides
murines utilisent 1’autophagie qui désigne une dégradation d’une partie du cytoplasme des cellules par

ses propres lysosomes ce qui va faciliter la délivrance de I’ARN viral au TLR7 endosomal [62].
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3.2.2. La délivrance du TLRS a I’endosome

Moins de données sont disponibles dans la littérature en ce qui concerne les TLRS, mais, comme le
TLR7, les protéines chaperonnes du RE, 'UNC93B1 et LRRC59, favorisent la sortie du TLRS
humain du RE jusqu’a P’appareil du Golgi pour atteindre 1’endosome précoce ou tardif et non le
lysosome. Par contre, les TLR7 et TLR9 murins sont localisés dans 1’endolysosome des macrophages
et des cellules dendritiques plasmacytoides. Une fois dans I’endosome, le TLRS8 va subir le processus
de clivage. Ce processus s’effectue d’une maniére différente de celui du TLR7. La loupe d’insertion
entre LRR14 et LRR15 de I’ectodomaine du TLRS8 est indispensable pour le processus de clivage qui
se produit dans le fragment N-terminal. De méme, la furine, proproteine convertase, et les cathepsines
contribuent au clivage précoce ou tardif du TLR8 dans I’endosome. Une étude récente du complexe
ECD h TLR8-ligand chimique a montré que 1’ectodomaine du TLRS est clivé sur la région de la
boucle, et les moitiés N et C-terminales restent associées, ce qui contribue a la reconnaissance du

ligand et la dimérisation du récepteur.

3.3 Structure du TLRS

Les mécanismes d’activation de TLR7 et 8, par leurs ligands naturels (les ARNs simple brin) ainsi que
par leurs petits ligands chimiques, sont restés largement inconnus. En 2013, une équipe japonaise
dirigée par le professeur Toshiyuki Shimizu, a élucidé les structures cristallines du TLRS sans et avec
le ligand chimique, puis 1’équipe a étudié le mode de détection des ARNs simple brin par les TLR7 et
TLRS.

Tanji et ses collaborateurs [63] ont élucidé la structure de ’ectodomaine du TLRS humain. Ils ont
trouvé que le TLRS est formé d’un ectodomaine contenant 26 répétitions riches en leucine (LRR) avec
une boucle Z (Z-loop) entre LRR14 et LRR15 contenant a peu prés 40 acides aminés. Un clivage
protéolytique au niveau de la boucle Z est indispensable pour la fonction (Figure 3A). Le clivage de la
boucle Z des TLRS humains, fait par la furine proproteine convertase et par des cathepsines, produit
des TLRS fonctionnels capables de se lier au ligand et d’initier la signalisation. Malgr¢ le clivage de la
boucle Z, les extrémités N-terminales (résidus 31 a 432) et C-terminales (résidus 458 a 817) du

monomere TLRS restent associées 1’une a 1’autre (Figure 3B).
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Figure 3 : Structure du TLR8 humain. (A) Représentation shématique de 1’éctodomaine du TLRS
(hTLRS) : la région N-terminale est colorée en vert et la région C-terminale en orange. (B) La forme
dimérique inactive du hTLRS, le premier monomere est coloré en vert (hnTLRS) et son partenaire est
coloré en bleu (hnTLR8%*). (C) La forme active du TLR8 en liaison avec son ligand CL097. Les atomes
oxygene O, azote N et soufre S sont colorés en rouge, bleu et orange respectivement [63].

Le TLR 8 est présent sous forme d’un dimere méme en absence de ligand d’apres les analyses de la
chromatographie de filtration sur gel (figure 3C). Dans ce chapitre, le second monomére du TLRS et
ses résidus seront identifiés par une étoile. Les deux monoméres du TLRS sont séparés du 53 A (figure
3C), au niveau des régions C-terminales, dans la forme inactive du TLRS&. Suite a la liaison du ligand,
les extrémités C-terminales de chaque monomeére se rapprochent pour atteindre une distance a peu pres
de 30 A (figure 3D), ce qui va permettre la dimérisation du domaine intracytoplasmique TIR et le

déclenchement de la signalisation.
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La forme non liée du TLRS8 a une interface de dimérisation allant du LRR8 a LRR18 (figure 4). En
effet, ’interface de dimérisation est formée par plusieurs liaisons d’hydrogenes (LRRS, LRR14-15 et
LRR18) et par des parties hydrophobiques constituées de Tyr348, Ph261, Tyr567* et Ph568*, Ph405,
Tyr353, Val378, Ph494*, Ph495* et Ph432*, réparties autour de LRR8, LRR11-15 et LRR18.

Y- N-term.
Protein-protein interface

Figure 4 : L’interface protéine-protéine dans la forme inactive du TLRS (la surface colorée en orange)

[63].

La liaison du ligand induit un changement de conformation des structures LRR5, LRR8 et LRR17-20.
L’interface de dimérisation pour le dimére actif par le ligand est divisée en deux régions : I’interface
protéine-protéine et I’interface induite par le ligand (figure 5). L’interface protéine-protéine implique
des liaisons hydrogeénes et des interactions de Van Der Waals et elle est répartie autour du LRRS,
LRRS et LRR 14-20. Présence de liaisons d’hydrogenes entre 1’Asn491 et ’oxygene de 1’Arg541%,
I’Ala 514 et 'oxygene de I’Arg541%*, le Glu427 et ’His566%*, et d’interactions de Van Der Waals entre
Phe494-Ph494* et Ser516-Ser516*(figure 5, en haut).

16



L’interface induite par le ligand est composée des résidus du LRR11-14 et LRR16-18. Deux densités
¢électroniques correspondant au ligand ont été observées dans les cristaux du TLR8 complexé a son
ligand. Les ligands chimiques sont localisés dans I’interface de dimérisation du TLRS, ils occupent
deux positions : la premicre est proche du LRR11-14 et LRR16*-18* et la deuxiéme est proche du
LRRI11*-14* et LRR16-18 (figure 5, en bas). Ces ligands reconnaissent le récepteur en formant

plusieurs interactions avec les acides aminés du TLR8 et TLR8*.

>

Protein-protein interface
C-tem. __ _-Ligand-mediated interface

3

Figure 5 : L’interface de dimérisation dans la forme active du TLRS. L’interface protéine-protéine
est représentée en orange et I’interface induite par le ligand est représentée en rouge [63].
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La figure 6 (A-C) montre les interactions des ligands connus du TLR8, comme les imidazoquinolines
(resiquimod R848 et CL097) et le thiazoloquinoline (CL075), avec 1’ectodomaine du TLRS. Une
interaction m-m existe entre le cycle benzéne de I’imidazoquinoline (R848 et CL097) ou du
thiazoloquinolone (CL075) avec la chaine latérale du Phe405. La fonction amidine de la quinoline
forme des liaisons hydrogénes avec la chaine latérale de I’Asp543, 1’azote de I’imidazole ou du
thiazole forme des liaisons hydrogeénes avec les azotes du Thr574. Le 2-propyl (CLO75) et le 2-
éthoxyméthyl (CL097 et R848) sont impliqués dans des interactions de Van Der Waals avec la poche
formée par le Phe346, Tyr348, Gly376, Val378, 11e403, Phe405, Gly572* et Val*573. Ces interactions
sont importantes pour 1’activité agoniste des ligands chimiques ciblant le TLRS. CL097 présente un

contact médié par une molécule d’eau avec 1’oxygeéne du groupement carbonyle du Ser352.

Figure 6 : Les résidus d’acides aminés du TLR8 impliqués dans la liaison avec les agonistes : CL097
(A), CLO75 (B) et R848 (C). Les atomes de carbone C du ligand sont colorés en jaune, les atomes
d’azote N en bleu. Les molécules d’eau sont représentées par des cercles rouges et les liaisons
d’hydrogenes par des lignes pointillées [63].

Pour déterminer 1’importance de ces acides aminés dans la reconnaissance du ligand, les auteurs (Tanji

et ses coll.) ont muté les résidus par de I’alanine et ils ont étudié la capacité de la protéine mutée

18



d’activer NF-xB. Les acides aminés Phe405, Asp543, Tyr348, Val520 et Thr574 impliqués dans
I’interaction avec le récepteur ont été mutés par 1’alanine. Cette mutation a causé soit 1’inhibition
compléte de la signalisation du NF-kB soit une diminution significative de cette signalisation. Par
contre, les mutations de 1’Arg429, Asp545 et Tyr353, diminuent Iégeérement 1’activité du NF-kB, ce
qui indique que ces résidus ne sont pas essentiels pour la liaison avec les ligands chimiques [63].

La liaison du ligand élargit la structure de 15 A de la face latérale supérieure (figure 7), ce qui permet
aux résidus d’acides aminés de reconnaitre le ligand. Dans la forme inactive, les interactions entre
LRR8 et LRRI18*, LRR11-13 et LRRI14*-15*, contribuent a la formation de I’interface de
dimérisation.

Une fois le ligand li¢, un réarrangement au niveau de I’interface de dimérisation aura lieu (figure 7).
Ce réarrangement d’interfaces inclue les interfaces protéine-protéine et les interfaces induites par le
ligand. Ce qui va permettre aux extrémités C-terminales des deux monomeres de se rapprocher de 53
A a 30A. Alors, 1’agoniste active le dimére du TLRS en induisant un changement de conformation
dans I’ectodomaine du TLRS, ce qui va conduire au rapprochement et a 1’activation des domaines
intracytoplasmiques TIR. Cette recherche de Tanji et de ses collaborateurs a beaucoup contribu¢ a la

compréhension des mécanismes d’activation des TLRS.
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Figure 7 : Le changement de conformation du TLRS induit par la liaison a ’agoniste [63].
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Bien que I’ARN simple brin est le ligand naturel du TLRS, les mécanismes structuraux ainsi que les
bases moléculaires pour la reconnaissance de I’ARNsb a été largement inconnu jusqu’a 2015 ou Tanji
et ses collaborateurs [64] ont élucidé le mécanisme de reconnaissance de I’ARNsb par le TLRS. Dans
leurs études, ils ont été les premiers a déterminer la structure cristalline du TLR8 avec I’ARNSsb, Ils
ont montré que le TLR8 reconnait deux produits de dégradation de I’ARNsb a deux sites différents :
I’uridine et un court oligonucléotide. Le premier site est localisé dans la méme position ou les ligands
chimiques (résiquimod R848, CLO75 et CL097) se lient, par contre le second site se situe dans la
surface concave du TLR8 a une position non identifiée auparavant dans la liaison du ligand. A partir
des analyses de chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS), faites sur des
cristaux du TLR8-ARNSsb, ils ont trouvé que le TLR8 reconnait les produits de dégradation de
I’ ARNsb qui sont : I'uridine et de courts oligonucléotides comme I’UG et ’'UUG (figure 8).

\J hlLHH A

Figure 8 : La structure du TLRS en liaison avec les produits de dégradation de I’ARNSsb sur le premier
et sur le second site. L uridine sur le premier site et ’'UG sur le second site sont représentés en jaune et
violet respectivement. Les atomes C, O, N et P du ligand sont colorés en jaune (uridine) ou violet
(UG), rouge, bleu et orange respectivement. Les molécules d’eau sont représentées par des cercles
rouges et les liaisons d’hydrogenes par des lignes pointillées [64].
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L’uridine se lie au premier site alors que 1’oligonucléotide se lie au second site. Le premier site
correspond au LRR11-14 et LRR16*-18* (et LRR11*-14* et LRR16-18), les figures 8 et 9 montrent
les interactions entre les acides aminés constituant le premier site et ’uridine. Ce dernier forme
plusieurs liaisons hydrogenes avec le TLR8: I’azote N3 avec la chaine latérale du 1’Asp543*,
I’oxygene O4 avec I’Argd29. L’oxygene O2 interagit indirectement avec I’Asp573* et 1’azote du
Thr574*. Tous les groupements OH du ribose de I'uridine sont impliqués dans des liaisons hydrogenes
avec le TLR8 : 2’0OH avec la chaine latérale d’ Asp545*, 3°’OH avec I’oxygene du Gly351* et le 5’OH
avec I’azote du Thr574*. Le 3°’OH forme aussi des liaisons hydrogeénes avec les oxygenes de 1’1le349
et de la Ser352 par I’intermédiaire d’une molécule d’eau. Le cycle uracile fait des interactions de Van

Der Waals avec le Phe405 comme cela est déja vu dans le cas des ligands chimiques.
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Figure 9 : Représentation schématique des interactions entre TLRS et ’uridine [64].

Le second site correspond a la surface concave du LRR10-13 et la région ordonnée de la boucle Z
(résidus 469-474) (figure 8). L’oligonucléotide au second site est localisé a 1’extérieur de I’interface de
dimérisation, ceci indique que le second site ne contribue pas directement a la dimérisation.

La figure 8 montre les interactions entre 1’oligonucléotide UG et le TLRS. Le groupement phosphate
du guanosine interagit avec la chaine latérale de 1’His469. Le cycle guanosine est piégé entre la chaine
latérale de ’'His373 (LRR12) et His469 (boucle Z) et il fait quatre liaisons hydrogeénes avec TLRS :
I’azote N1 et N2 avec 1’Asp343, I’oxygeéne O6 et I’azote N7 avec I’ Arg375.

Pour confirmer Iimportance du premier et du second site du TLR8 dans la reconnaissance de
I’ARNSsb, les auteurs ont muté les acides aminés impliqués dans I’interaction avec I’ARNsb du
premier et du second site, et ils ont examiné la capacité de ces mutants a activer NF-kB. La mutation
des acides aminés sur le premier site inhibe la réponse a I’ARNsb ainsi qu’aux ligands chimiques. Par
contre, la mutation des acides aminés au second site diminue, d’une maniére significative, la réponse
au NF-kB par I’ARNsb, mais non par les ligands chimiques ou la réponse n’a pas été altérée. Ceci
indique que le premier site est essentiel pour la reconnaissance de I’ARNSsb, alors que le second site
n’entre pas dans I’interaction avec les ligands chimiques. De plus, Tanji et ses collaborateurs ont

montré que ’'uridine et I’oligonucléotide activent TLRS8 d’une maniére synergique, et la liaison de
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I’oligonucléotide au second site augmente 1’affinité de 1’uridine au premier site. Un r6le important de
la boucle Z a été aussi démontré : la derniére moitié¢ de la boucle Z contribue a la stabilisation et a la
reconnaissance du ligand en établissant un contact avec la face concave de la structure LRR. De plus
une étude récente a montré que le TLRE avec une boucle Z non clivée [65] est en forme monomérique,
qu’il y est ou non présence de ligand comme I’ARNsb ou un ligand chimique. La boucle Z non clivée
est localisée sur la surface ou TLRS va se dimériser. Par conséquent, la boucle Z non clivée empéche
stériquement le partenaire de dimérisation d’entrer dans la position appropriée pour la dimérisation
(figure 10). En accord avec cette observation structurelle, I’ARNsb se lie toujours au TLRS, par
contre, le ligand chimique n’arrive plus a se lier au TLR8 avec une boucle Z non clivée car la liaison

du ligand au premier site est counlée a la dimérisation du TLRS.

Z-loop
LRER domain
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Figure 10 : Le mécanisme d’activation probable des TLR8 par clivage de la boucle Z. TLR8 avec une
boucle Z non clivée est en forme monomérique. Une fois la boucle Z est clivée, le récepteur forme un
dimére non lié. Apres liaison a 1’agoniste, le dimére sera active [65] .

3.4 Structure du TLR7

Les études structurales avancées sur le TLR8 ont beaucoup aidé les chercheurs a déterminer la
structure du TLR7 qui a été ¢lucidée pour la premiére fois en 2016.

Zhang et coll. [66] ont décrit la structure cristalline du TLR7 provenant du singe (Macaca mulatta
Mm) complexée avec de multiples ligands, fournissant ainsi un nouveau concept au niveau des
mécanismes par lesquels le TLR7 reconnait son ligand naturel I’ARNsb et ses ligands chimiques. Ils
ont montré les structures cristallines du TLR7 en complexe avec la guanosine et I’ARNsb (polyU),
loxoribine et le polyU, et I’agoniste TLR7/8 le résiquimod (R848).

IIs ont trouvé que le TLR7, a I’inverse du TLRS, est un monomére en absence du ligand (figure 12). Il
contient 26 unités LRR avec une boucle Z (résidus 445-493) insérée entre LRR14 et LRR15. Le TLR7
monomérique forme un anneau de type « donut» (donut-like ring) avec les extrémités N- et C-
terminales interagissant d’une maniére directe 1’'une avec ’autre. La liaison du TLR7 avec son ligand
conduit a la dimérisation du récepteur qui va former un homodimeére symétrique en forme de « m »
dans lequel les deux extrémités C-terminales du chaque monomere sont positionnées au centre (figure
11).
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Figure 11 : (A) Représentation shématique du TLR7 du singe (MmTLR?7). La partie N-terminale, la
boucle Z et la partie C-terminale sont représentées par vert, violet et gris respectivement. Les LRRs
qui forment le premier site et le second site sont représentés par des cercles rouges et bleus
respectivement. La ligne jaune indique la liaison disulfure entre C98 et C475. (B) Le dimére du
MmTLR7-G-polyU. Le premier monomere est coloré en vert alors que son partenaire est coloré en
gris. Les atomes C, O, N et P du ligand sont colorés en jaune (guanine) ou gris (UUU), rouge, bleu et
orange respectivement. (C) Le dimére du MmTLR7 avec le resiquimod R848. Les atomes C du R848
sont colorés en violet [66].
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Puisque le TLR7 répond au guanosine appliqué en combinaison avec I’ARNsb polyuridine (polyU)
(ref), ces chercheurs ont utilisé la guanosine et le polyU comme ligands et ils ont trouvé que le TLR7
interagit avec la guanosine et le polyU sur deux sites différents. D’aprés les analyses du LC-MS, les
auteurs ont conclu que le TLR7 utilise deux sites de liaison différents pour détecter I’ARNsb polyU
présent sous forme de produits dégradés. Comme dans le cas du TLRS, le premier site reconnait les
petits ligands : la guanosine dans le cas du TLR7 et I'uridine dans le cas du TLRS. Le deuxiéme site
reconnait I’oligonucléotide : dans le cas du TLR7, le récepteur reconnait I’uridine de I’ARNsb, dans le
cas du TLRS, ce site reconnait I’oligonucléotide GU (figure 11). Le premier site est conservé entre
TLR7 et 8 par contre le deuxiéme site est structurellement et spatialement différent de celui de TLRS :
polyU dans le second site du TLR7 se situe a coté de I’interface de dimérisation, par contre I’UG dans
le second site du TLRS8 est complétement a I’extérieur de I’interface de dimérisation.

En plus, Zhang et coll. ont montré que le premier site du TLR7 est important dans la reconnaissance
de petits ligands : le résiquimod R848, en se liant au premier site du TLR7, est capable, a lui seul,
d’induire la dimérisation du récepteur et son activation, en absence du ligand sur le deuxi¢me site. Par
contre, la guanosine seule ou le polyU seul est incapable d’induire la dimérisation du récepteur, ces
deux ligands (guanosine et polyU) activent d’une maniere synergique le TLR7. En fait, la liaison de
I’ARNSsb sur le deuxieme site augmente I’affinité de la guanosine au premier site.

Un réle important a été signalé pour la boucle Z : apres son clivage, les régions ordonnées de la boucle
Z semblaient se chevaucher dans la surface concave du fragment N-terminal entre les deux
monomeres, et ces régions sont impliquées dans la reconnaissance de I’ARNsb. De méme des liaisons
disulfures sont structurellement importantes pour former le second site. Le Cys475 de la dernicre
moitié¢ de la boucle Z forme une liaison disulfure avec Cys98 du LRR2 (figure 11) et ainsi il attache la
longue boucle Z flexible a la surface concave en reliant d’une manicre covalente les extrémités N- et
C-terminales clivées. Cette liaison disulfure C98-C475 est une caractéristique du TLR7 et elle est
essentielle pour sa fonction. En plus, la région structurellement ordonnée de la boucle Z interagit
d’une maniére hydrophobe avec LRR8 et LRR11 qui faisaient partie du premier site.

Des interactions multiples ont été observées entre le TLR7 et ses ligands définissant ainsi la spécificité
du ligand du TLR7 au premier site. De méme, des interactions protéine-protéine ont été observées au
niveau du premier site jouant un réle trés important dans la dimérization. La figure 12 montre la
liaison du resiquimod au TLR7 : le groupement quinoline du R848 interagit avec le Phe408, la Tyr356
et Leu557%, et le groupement amidine (les atomes d’azote N1 et N2) forme une liaison hydrogéne avec
la chaine latérale d’Asp555*. De plus, ’atome d’azote N2 du groupement amidine ainsi que 1’azote du
cycle imidazole forment des liaisons hydrogeénes avec I’oxygeéne du Thr586* et I’azote du Thr586*
respectivement, puis le groupement éthoxyméthyl du R848 fait des interactions de Van Der Waals
avec la poche hydrophobe formée par les chaines latérales des résidus Phe149, Phe351, Val381 et
Phe408. L’atome oxygeéne du groupement ¢thoxyméthyl interagit avec 1’oxygene du Gly584* par

I’intermédiaire d’une molécule d’eau.
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Figure 12 : Interaction du MmTLR7 avec le resiquimod R848 au niveau du premier site [66].

La figure 13 montre I’interaction de la guanosine avec le TLR7, la guanosine se lie au premier site et
fait plusieurs interactions : le cycle guanine est pi¢gé entre les chaines latérales des Phe408 et
Leu557*, formant des interactions n-r avec le Phe408. Des liaisons d’hydrogénes se produisent entre
I’azote N1 et N2 de la guanine et la chaine latérale d’ Asp555*, et entre le groupement carbonyle de la
guanine et la chaine latérale du Lys432. Le groupement ribose est moins reconnu par le TLR7 et fait

une seule liaison hydrogeéne entre le 5’OH et 1’azote du Thr586*.
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Figure 13 : Interaction du MmTLR7 avec la guanosine au niveau du premier site [66].

La figure 14 montre I’interaction du polyU, UUU, avec le TLR7 : I'uracile du U, est plongé dans la
poche formée entre la surface concave du fragment N-terminal et la boucle Z, et il est engagé dans
plusieurs liaisons hydrogénes : le groupement carbonyl C4 avec les chaines latérales d’Arg97 et
Argd73, ’azote N3 avec la chaine latérale Glul56, et le groupement carbonyl C2 avec la chaine
latérale GIn181. Le groupement 2’OH du ribose forme des liaisons hydrogene avec la chaine latérale
du GInl181 et I’oxygeéne d’Arg473. Les groupements phosphates 3 et 5’ de ’uridine U, forment des

liaisons hydrogénes avec le TLR7, le groupement 3’ phosphate avec les chaines latérales du Tyr184 et
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Argl86 et le groupement 5° phosphate avec 1’azote du Cys475. Par contre, les uridines U, et U; sont
partiellement exposées au solvant et font seulement deux liaisons d’hydrogenes : le groupement
carbonyl C4 de I’U; avec la chaine latérale de ’Hys76, le groupement carbonyl C2 de I’U; avec la
chaine latérale de I’ Arg467.
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Figure 14 : Interaction du MmTLR7 avec le polyU (UUU) au niveau du second site [66].

L’importance biologique de deux sites du TLR7 a été examinée par mutation des acides aminés
formant les sites de liaison en alanine et par la mesure de 1’activation du NF-kB. Les mutations des
résidus formant le premier site du TLR7 inhibe compleétement la signalisation médiée par le TLR7 en
réponse au resiquimod ainsi qu’au guanosine et le polyU. Ceci indique que le premier site du TLR7 est
important pour son activation par des ligands chimiques ainsi que par I’ARNsb. Au contraire, les
mutations des résidus formant le deuxiéme site inhibent fortement 1’activation du TLR7 en réponse a
I’ ARNSsb sans affecter sa réponse aux petits ligands comme le resiquimod. Ceci indique que le premier
site est essentiel pour ’activation du TLR7 par tous les ligands (R848, ARNSs...), par contre, le second
site est essentiel uniquement pour ’activation du TLR7 induite par I’ ARNsb.

Ces résultats permettent de comprendre les mécanismes d’activation du TLR7 par leurs ligands et
montrent que le TLR7 est un récepteur double pour la guanosine et I’ARNsb contenant ['uridine : le
premier site reconnait la guanosine et le deuxieéme se lie au groupement uridine de I’ARNsb. Par
contre, les ligands chimiques comme le R848 sont capables, a eux seuls, d’induire le dimérisation du

récepteur en se liant uniquement au premier site.
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3.5 Signalisation des TLR7 et TLRS

Comme tous les TLRs, les TLR7 et 8 possedent un domaine cytoplasmique comprenant une séquence
Toll/IL-1 receptor (TIR) qui est responsable de la transduction du signal. En 2002, Hemmi et coll. ont
montré que les imidazoquinolines (imiquimod et son dérivé le résiquimod (R848)), activent le systéme
immunitaire par I’intermédiaire du TLR7 et 8, ce qui va déclencher une signalisation dépendante du
Myd88 [48] [46]. Cette derniere va activer les voies de signalisation conduisant a ’activation du
facteur de transcription NF-kB et la voie des MAPKSs [67] [68]. Dans leurs travaux, ils ont montré que
les macrophages dérivés des souris déficientes en Myd88 ou en TLR7 ne sont pas capables de produire
des cytokines pro-inflammatoires et d’activer la voie des MAPKSs et le facteur de transcription NF-kB.
Par contre, les macrophages dérivés des souris de type sauvage sont capables d’induire la voie de
signalisation conduisant a 1’activation du NF-kB, et a la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires
comme le facteur de nécrose tumorale TNFa ainsi que I’interleukine 12.

Suite a I’activation du TLR7/8, Myd88 interagit, par son domaine de mort, avec les domaines de mort
des membres de la famille des protéines kinases IRAK (IL-1 receptor-associated kinase), y compris
IRAKI1, IRAK2, IRAK4 et IRAK-M [69] [70]. IRAK4 est initialement activée et a son tour
phosphoryle et active IRAK1. Apres phosphorylation d’IRAK4 et d’IRAKI1, ces deux kinases se
dissocient du Myd88 et interagissent avec TRAF6 qui posséde une activité ubiquitine ligase E3.
TRAF6 et I’enzyme de conjugaison de ['ubiquitine E2 (UBCI3 et UEVI1A), favorisent la
polyubiquitination liée a la lysine k63 du TRAF6 lui-méme et du complexe des protéines kinases
TAKI1 [71]. Ce dernier est un membre de la famille des MAPKKK et forme un complexe avec les
sous-unités régulatrices TAB1, TAB2 et TAB3 qui vont interagir avec les chaines de polyubiquitines
générées par TRAF6 pour permettre I’activation du TAK1 [71]. TAK1 active alors deux voies de
signalisation qui vont conduire a ’activation du NF-kB et de la voie des MAPKs. Le complexe IKK
est composé de deux sous-unités catalytiques : IKKa et IKK[ et d’une sous-unité régulatrice NEMO
(ou IKKYy). TAKI1 se lie au complexe IKK par I’intermédiaire des chaines d’ubiquitine, ce qui lui
permet de phosphoryler et d’activer IKKf. Le complexe IKK phosphoryle la protéine inhibitrice du
NF-kB : IkBa, qui va subir une dégradation dans le cytoplasme, permettant ainsi au NF-kB de se
diriger vers le noyau pour induire I’expression des génes pro-inflammatoires. En plus, TAK1 entraine
¢galement 1’activation des membres de la famille des MAPKs tels que ERK1/2, p38 et JNK, qui
interviennent dans ’activation du facteur de transcription AP-1, ce qui va entrainer la synthése des
cytokines pro-inflammatoires et de I’IFNP (figure 15) [72] [73].

En 2002, Ito et coll. ont montré que le TLR7 est exprimé au niveau des cellules dendritiques
myéloides (DCm) et plasmacytoides (DCp). De plus, ils ont étudié la production d’IL12 et d’IFNa par
les cellules dendritiques lors d’une stimulation par 1’agoniste du TLR7. Ils ont trouvé que le profil
d’induction des cytokines différe de celui des cellules dendritiques myéloides (DCm) et

plasmacytoides (DCp). Les DCp produisent I’'IFN-a alors que les DCm produisent I’IL12 [74]. Vu les
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grandes quantités d’IFNa produites par les cellules dendritiques plasmacytoides (DCp) exprimant le
TLR7 et 9, beaucoup de travaux ont été effectués, dans la littérature, en vue d’élucider la voie de
signalisation amenant a D’activation et a la sécrétion d’IFNa surtout par les cellules dendritiques.
TLR7, TLR8 et TLRY induisent des réponses antivirales par la production d’IFNa ainsi que par des
cytokines pro-inflammatoires. Ces trois récepteurs utilisent la protéine adaptatrice Myd88 pour initier
les voies de signalisation. Le facteur de transcription IRF7 (Interferon regulatory factor 7) est
responsable de I’expression et de la production d’IFNa. Myd88 interagit directement avec IRF7 au
niveau de I’endosome [75]. IRF7 interagit également avec TRAF6, une autre molécule adaptatrice qui
fonctionne en aval du Myd88, et apres 1’activation du récepteur (TLR7, 8 ou 9), IRF7 est activé de
maniere dépendante de Myd88 et du TRAF6. Les DCp spléniques provenant des souris déficientes en
IRF7 présentent une diminution significative dans 1’induction d’IFNa suite a une infection virale ou a
I’exposition aux ligands synthétiques du TLR7 ou 9 [76]. Par contre, cette induction est normale dans
les DCp déficientes en IRF1, IRF3 ou IRFS5, ce qui montre que I’induction d’IFNa. dans les DCp
nécessite I’IRF7 [76]. De plus, des études de mutation au niveau de Myd88 ont montré que cette
protéine interagit avec I’'IRF7 par I’intermédiaire de son domaine de mort. Ce domaine de mort
interagit ¢galement avec la famille des sérine/thréonine kinases (IRAK), qui vont transduire le signal
entre Myd88 et TRAF6, ce qui indique que les IRAKSs sont impliqués dans la signalisation de I’'IRF7
[77]. Des DCp provenant des souris déficientes en IRAK1 ou IRAK4 sont incapables de produire
d’IFNa lors d’une activation des TLR7, 8 ou 9 [76]. De plus, une étude a montré que IKKa est aussi
essentielle pour I’activation de I’'IRF7 [78], ce qui indique que I’activation de I’IRF7 nécessite une
cascade des protéines kinases IRAK4-IRAK1-IKKa. Des études ont montré également que TRAF3
joue un role important dans cette signalisation dépendante d’IRF7 (figure 15) [76].

En plus d’IRF7, IRFS interagit, également, avec Myd88 et TRAF6. Contrairement a I’IRF7 qui se lie
au domaine de mort du Myd88, IRFS5 interagit avec la région centrale (connue comme domaine
intermédiaire) et une partie du domaine TIR du MydS88 [79]. L’activation de la voie de signalisation
dépendante de MydS88 par les ligands du TLR7 ou TLR9 conduit a la translocation de I’IRF5 au noyau
ou il va activer I’expression des cytokines pro-inflammatoires [80]. En 2005, Schoenemeyer et coll.
ont montré que la liaison du TLR7 et TLR8 a leur ligand, le résiquimod R848, induit 1’activation de
I’IRFS5 ainsi que I’IRF7, et ils ont trouvé aussi que I’IRF5 est un médiateur central dans la signalisation
des TLR7 et TLRS8. IRF5 contribue a I’induction d’IFN type I dans les cellules humaines. De plus,
I’IRFS5 est important non seulement dans I’induction d’IFN-o mais aussi dans ’induction d’IFN-f
[80].

En 2009, une étude a montré que les DCm, et non les DCp ou les macrophages, sont capables
d’induire une grande quantité d’IFNP aprés la dégradation bactérienne dans les phagolysosomes et

qu’une telle réponse nécessite 1’intervention du TLR7, Myd88 et IRF1(figure 15) [81].
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Figure 15 : Les différentes voies de signalisation lors de I’activation des TLR7/8 par leurs ligands
naturels (ssARN) ou synthétiques (Résiquimod, R848).

4. TLR et immunité adaptative

Les cellules dendritiques (DC) sont les cellules clés qui lient I’immunité innée médiée par les TLRs a
I’immunité adaptative qui se traduit par ’activation des lymphocytes T et B. Les DC jouent un rdle
important dans 1’activation des lymphocytes T et leur différentiation en cellules T auxiliaires type
1(Thl), type 2 (Th2) et en lymphocytes T cytotoxiques [82]. Une fois les DC activées par les
antigénes, elles migrent vers les tissus lymphoides locaux pour présenter les peptides antigéniques aux
molécules du complexe majeur d’histocompatibilite¢ (CMH). Ce processus implique la phagocytose, la

régulation des molécules CMH ainsi que la régulation des signaux de co-stimulation, le changement
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dans I’expression des récepteurs de chimiokines, la sécrétion des cytokines et de chimiokines et la
présentation d’antigéne par les cellules dendritiques [82]. Tous ces événements sont régulés par la
reconnaissance des pathogenes via les PRRs exprimés sur les cellules dendritiques. Parmi ces PRRs,
nous citons les TLRs dont leur signalisation conduit a la génération des réponses effectrices
comprenant les réponses Thl [83] et les réponses cytotoxiques CD8+ [84]. Le déclenchement de
I’'immunité adaptative commence avec les DC qui reconnaissent I’antigéne dans les tissus
périphériques. Par la suite, les DC migrent vers les ganglions lymphatiques drainants pour présenter
les peptides aux lymphocytes T naifs par I’intermédiaire des molécules du CMH. Au cours de cette
migration, les DC subissent une maturation qui leur permet de stimuler les lymphocytes T naifs. Une
fois a I’intérieur des ganglions lymphatiques, les DC présentent I’antigéne aux cellules T et induisent
leur activation et leur différenciation en cellules effectrices. Ces DC fournissent a la cellule T naive
deux signaux nécessaires a son activation. Le premier signal est le signal spécifique de I’antigéne regu
a la suite de la liaison du récepteur des cellules T (TCR) au peptide présenté par la molécule du CMH.
Le second signal est fourni par des molécules costimulatrices B7, qui sont exprimées par les DC et qui
vont déclencher I’expression du CD28 sur les cellules T naives. En fonction du type de molécules co-
stimulatrices exprimées et de cytokines sécrétées par les DC, les cellules T CD4+ naives se
différencient soit en cellules Thl soit en cellules Th2 [85]. L’activation primaire des LT CD8+
nécessite des signaux similaires de ceux des DC, tandis que les réponses des cellules T CD8+
mémoires nécessitent 1’aide des lymphocytes T CD4+ [86]. La voie principale par laquelle les DC
deviennent actives et matures pour fournir le deuxiéme signal aux cellules T naives, se produit via la
reconnaissance des PAMPs par les TLRs [87]. L’expression des molécules de co-stimulation B7 sur la
surface des DC joue un role important dans ’initiation de I’immunité adaptative. Une fois, les cellules
T CD4+ activées, leur différentiation en cellules effectrices est contrdlée par divers facteurs, y compris
les cytokines produites par les DC. Les cytokines induites par les TLRs, telles que I’'IL-12, sont
généralement spécialisées dans I’induction des réponses Thl [88]. L immunisation des souris avec des
adjuvants contenant divers ligands des TLRs, y compris le LPS, ’ADN CpG et I’adjuvant complet de
Freund, conduit a des réponses Thl. En revanche, des souris déficientes en Myd88 ont montré une
absence de différenciation des Thl mais la réponse Th2 n’a pas ¢été affectée [89]. Ces données sont
cohérentes avec 1’idée que les TLRs contrélent I’induction des réponses Th1 mais pas Th2. Cependant,
quelques travaux ont montré que certains TLRs, comme le TLR2 et le TLR4, peuvent induire une
réponse Th2 [90] [91].

De plus, les interférons type I jouent un réle important dans le développement de 1I’immunité innée.
Ces cytokines favorisent la prolifération des lymphocytes T mémoires et préviennent 1’apoptose des
cellules T [92], ils peuvent aussi induire la sécrétion de I’IFNy par les lymphocytes T CD8+ murins et
les lymphocytes T CD4+ humains [93]. L’IFN /B permet également aux cellules B de subir une
différentiation en cellules plasmatiques via ’activation des DC [94]. Enfin, I'IFN o/p induit la

maturation des DC aprées stimulation par des agonistes des TLRs ou par infection virale [95] [96].
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CHAPITRE II : DEVELOPPEMENT DES LIGANDS CIBLANT
LES TLR7 ET TLRS8

1. Introduction

De nombreux travaux publiés concernent le développement de ligands des TLR7 et TLRS8 en tant
qu’agonistes et qu’antagonistes. Dans le premier chapitre, nous avons exposé les données concernant
I’expression, le trafic intracellulaire, la structure et la signalisation du TLR7 et TLR8 en citant
quelques ligands connus de ces deux récepteurs comme I’ARN simple brin viral, qui constitue
I’agoniste naturel du TLR7 et 8. Nous avons ensuite cit¢ des composés tricycliques comme
I’imiquimod (agoniste TLR7) et le résiquimod R848 (agoniste TLR7/8) qui sont les premiers ligands
synthétiques identifiés. Plusieurs agonistes ont été¢ développés dans la littérature partageant une
similarité structurale avec 1’imiquimod et le resiquimod, dans la perspective d’étre utilisés en
traitement thérapeutique de diverses pathologies dont les plus importantes sont les cancers. Des
travaux plus récents portent sur la synthese de nouveaux agonistes TLR7/8 dans le but d’étre utilisés
comme adjuvants vaccinaux, vu le role des TLR7/8 dans la stimulation d’une réponse Thl et
I’activation par la suite des lymphocytes T cytotoxiques CD8+. Bien que les agonistes TLR7/8 aient
été trés développés dans la littérature, peu de données sont disponibles concernant les antagonistes
TLR7 et TLRS. La seule classe connue comme antagonistes TLR7/8 est celle des oligonucléotides
synthétiques. Seulement quelques molécules bi- et tricycliques ont été reportées comme antagonistes
des TLR7 et TLRS8. Ces antagonistes peuvent intervenir dans le traitement des maladies auto-

immunes, de cancers ou de I’infection par le virus d’immunodéficience humaine (VIH).

2. Les agonistes des TLR7 et TLRS

2.1 Premiéres molécules synthétisées décrites comme agonistes du TLR7 et TLRS

L’imiquimod et son dérivé le résiquimod (figure 16), appartenant a la série des imidazo[4,5-

c]quinolines, sont les premieres molécules décrites dans la littérature comme agonistes du TLR7 et

TLRS [48] [46].
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Figure 16 : Structures chimiques de I’imiquimod et de son dérivé le résiquimod.

2.1.1 L’imiquimod

L’imiquimod est une molécule tricyclique azotée appartenant a la série des imidazo[4,5-c]quinolines,
développée par les laboratoires 3M pharmaceuticals (Saint Paul, MN, Etats-Unis). Elle a tout d’abord
¢été décrite pour son activité antivirale contre certains virus tels que 1’herpes simplex II [97], le sendai
virus [98] et le papilloma virus [99]. Cette molécule n’inhibe pas directement la réplication virale,
c’est un immunomodulateur dont P’activité virale est liée au pouvoir inducteur d’interféron alpha
(IFN-a)) et d’autres cytokines. Il a été approuvé, en 1997, par la FDA (Food and Drug Administration)
pour le traitement des verrues génitales et périanales externes. En 2004, son utilisation a été étendue au
traitement de la kératose actinique et du carcinome basocellulaire superficiel [100] [101]. La forme

commerciale de I’imiquimod, Aldara® 5%, se présente sous la forme d’une créme.

2.1.1.1 Mécanisme d’action de I’imiquimod

En 2002, Hemmi et coll. ont montré que I’imiquimod et son dérivé le résiquimod exercent leurs
propriétés antivirales et antitumorales par 1’intermédiaire du TLR7 [48]. Dans leur étude, ils ont
montré que les souris déficientes en TLR7 ne sont pas capables de produire des cytokines
proinflammatoires suite & une stimulation par I’imiquimod et le résiquimod. Une fois li¢ a son
récepteur TLR7, I’'imiquimod déclenche une voie de signalisation dépendante du Myd88 qui entraine
’activation du facteur de transcription NF-kB. Une fois activé, NF-kB migre dans le noyau et induit la
transcription des cytokines proinflammatoires : TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 et [L-12 ainsi que I’interféron
alpha (IFN-a)). La conséquence de cet effet est une stimulation marquée de la réponse immunitaire
contre les cellules infectées et tumorales [102].

L’effet de I’imiquimod a été, aussi, démontré par le recrutement cutané et I’activation des cellules
dendritiques plasmacytoides (DCp). Ces dernicres exprimant le TLR7 au niveau de I’endosome, apres

traitement avec 1’imiquimod, sont activées conduisant ainsi a 1I’induction de I’IFNa ce qui va stimuler
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des réponses immunitaires antitumorales [103]. De plus, I’imiquimod administré par voie topique
induit la maturation des cellules de Langerhans épidermiques in vivo et stimule la migration de ces
cellules présentatrices d’antigénes vers les ganglions lymphatiques ou elles induisent une réponse
spécifique des cellules T [104].

L’activité proinflammatoire de I’imiquimod a été aussi attribuée a des voies indépendantes du TLR,
principalement les voies de signalisation du récepteur de 1’adénosine (AR). L’imiquimod a montré une
importante affinit¢é au récepteur A2A, ou il agit comme antagoniste partiel. Une inhibition
indépendante du récepteur qui porte uniquement sur l'activité adényl-cyclase a été observée [105].

En plus de I’induction de I’IFN-a et des autres cytokines, I’imiquimod peut également renforcer
I’immunité acquise en stimulant indirectement la production de I’IFN-y, une cytokine impliquée dans
une réponse de type Thl. La libération d’IFN-a, en réponse a une stimulation par I’imiquimod, induit
la sous-unité B2 du récepteur d’IL-12 sur les cellules Thl. Ces derniéres répondent ensuite a I’IL-12 en
produisant I’IFN-y [106] [107]. En outre, I’'imiquimod, a des concentrations ¢levées, induit I’apoptose
des cellules tumorales par I’intermédiaire de 1’activation des protéines Bcl-2 et la famille des caspases
[105]. Une grande attention est également accordée a I’utilisation de 1’imiquimod topique comme

adjuvant pour la vaccination[108] [109].

2.1.2 Le résiquimod

Le résiquimod est un composé de type imidazo[4,5-c]quinoline, qui stimule aussi le systéme
immunitaire en activant le TLR7 et le TLRS8. Il a ét¢ développé par les laboratoires 3M
pharmaceuticals au début des années 1980 dans des tentatives d’identifier des structures analogues aux
nucléosides inhibant 1’infection par le virus de I’herpés simplex II (HSV-2) [110]. En 2001, le
résiquimod devait étre développé en vue de traitement anti-HSV-2 mais les essais cliniques n'ont pas
donné des résultats positifs dans cette indication, son développement a ét¢ arrété [111] [112].

Bien que I’imiquimod et son dérivé le resiquimod sont trés similaires au niveau structural, leur
interaction avec le TLRS est différente : le résiquimod peut activer a la fois le TLR7 et le TLRS, par
contre I’imiquimod est seulement agoniste du TLR7 [48] [46]. Ces différences dans la liaison aux
TLRs expliquent probablement 1’induction importante des cytokines suite a 1’activation des TLRs par
le résiquimod. Le profil des cytokines observé suite a I’exposition des PBMCs humaines au
résiquimod est similaire a celui de I’imiquimod, mais le niveau d’expression des cytokines
proinflammatoires (TNF-a, IL-1P et IL-6) ainsi que I’'IFN-a est environ 100 fois plus élevé lors de
'utilisation du 1pg/ml du résiquimod par rapport a 1.2 pg/ml d’imquimod [113] [114]. En réponse au
résiquimod, les cellules dendritiques secrétent 1I’IL-6, I’IL-12, le TNF-a et I'I[FN-a [115], les
monocytes secrétent I’IL-1, I'IL-6, I’IL-8, I’IL-12, le TNF-a et ’IFN-o [116].

Bien que le développement du résiquimod topique pour le traitement de 1’herpés génital chez I’homme

ait été arrété en raison des résultats incohérents dans les essais cliniques, de nombreux travaux ont
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montré¢ 'intérét du résiquimod dans le traitement des tumeurs cutanées. Ce composé s’est aveéré
efficace dans le traitement des kératoses actiniques : au niveau de la peau, les cellules cibles du
résiquimod sont principalement les monocytes et les cellules dendritiques, comme c’est déja
mentionné dans le premier chapitre, les cellules dendritique plasmacytoides (DCp) expriment le TLR7
et le TLRY, alors que le cellules dendritiques myéloides expriment les TLR 2, 3, 4, 5 et &, en
conséquence, le résiquimod en stimulant a la fois le TLR 7 et le TLR 8, peut induire une forte réponse
des cytokines incluant I’IFN type I et des cytokines proinflammatoires, ce qui peut expliquer 1’effet
antitumoral du résiquimod dans les cancers du peau. Les monocytes sont activés suite a la stimulation
principalement du TLR8 par le résiquimod [117]. Dans le cas des carcinomes basocellulaires,
I’imiquimod a montré une activité pro-apoptotique directe sur les cellules tumorales, et cette activité
¢tait indépendante de la liaison aux récepteurs membranaires de mort (Death Receptor). Cette activité
a également été observée avec le résiquimod, cependant, dans une mesure beaucoup plus faible par
rapport a I’imiquimod [118]. En plus, une induction de I’apoptose dans les cellules tumorales peut
s’effectuer indirectement par le résiquimod, en induisant I’expression du TRAIL (TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand) sur les cellules dendritiques et en augmentant leur pouvoir cytotoxique
[119] [120]. En 2015, Rook et coll. ont montré que le résiquimod topique peut également améliorer les
fonctions des lymphocytes T effectrices dans le lymphome T cutané et par conséquence induire la
régression de la maladie [121]. En plus, le résiquimod s’est avérée étre un adjuvant efficace contre
plusieurs maladies et surtout le cancer, vu sa capacité a induire une activation locale des cellules
immunitaires, a stimuler la production des cytokines proinflammatoires et & améliorer la présentation
de Dl’antigéne par les cellules dendritiques conduisant a 1’activation des réponses de I’immunité
cellulaires et surtout des lymphocytes T cytotoxiques CD8+ [122] [112] [123].

En 2003, Lee et coll. ont montré que des analogues de la guanosine activent les cellules immunitaires
par I’intermédiaire du TLR7. Parmi ces analogues, on cite la loxoribine (figure 17), agoniste du TLR7

qui a une activité anti-tumorale et des effets immunostimulants [124]
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Figure 17 : Structure chimique de la Loxoribine, agoniste TLR7 [133]
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2.2 ARN simple brin agoniste physiologique du TLR7 et 8

Jusqu’au 2004, le ligand naturel du TLR7 et 8 n’était pas encore défini. Les seuls agonistes qui ont été
décrits sont les composés de type imidazoquinoline et les analogues du guanosine. Vu la similarité
structurale de ces composés avec les acides nucléiques, Heil et coll. ont étudié¢ I’effet de I’ ARNsb sur
I’activation des cellules présentatrices d’antigene par 1’intermédiaire du TLR7 et TLRS8 [45]. IIs ont
trouvé qu’un mélange de guanosine et d’uridine induit la production du TNFa par les PBMCs
humaines, alors qu’une combinaison des autres nucléosides n’a aucun effet stimulateur. IlIs ont
synthétisé alors des oligonucléotides (ARNsb) riches en guanosine et en uridine dérivant du virus
d’immunodéficience humaine (VIH), et ils ont montré que ces oligonucléotides sont capables de
stimuler les cellules dendritiques ainsi que les macrophages a sécréter ’IFNa et les cytokines
proinflammatoires. En utilisant des souris déficientes en TLRs ainsi que des cellules humaines
exprimant les TLRs, ils ont montré qu’il existe des différences entre la souris et ’homme dans la
reconnaissance de I’ARNsb riche en guanosine et en uridine, et que les ARNsb sont les ligands
naturels du TLR7 et TLR8. La méme année, Diebold et coll. ont montré que I’ARNsb du virus
d’influenza est un agoniste du TLR7, et que ce dernier a une préférence pour un motif d’ARN
particulier qui est I'uridine[125]. De plus, des études ont montré que des oligoribonucléotides (ORN)
riches en adénosine et en uridines sont capables d’activer seulement le TLRS, sans aucun effet sur le
TLR7, par contre les ORNSs riche en GU activent la signalisation dépendante du TLR7 et TLR8[125].
En 2005, plusieurs articles ont été publiés montrant le réle du petit ARN interférent (siRNA) dans la
stimulation du systéme immunitaire. Cette stimulation se fait grace a la reconnaissance du siRNA par
le TLR7 et le TLRS de maniére dépendante de la séquence. Dans un modéle murin, il a été montre que
le TLR7 est absolument nécessaire pour 1’induction des cytokines dans les cellules immunitaires en
réponse aux siRNA [126] [127].

Apres identification de I’ARNsb comme agoniste du TLR7 et 8, des équipes de recherche ont été
intéressées par la synthese des oligoribonucléotides, agonistes du TLR7 et 8, en introduisant une
gamme de modifications chimiques en vue d’augmenter la stabilit¢ de ces oligoribonucléotides ORN
contre les nucléases et obtenir une sélectivité vis-a-vis du TLR7 ou TLRS8 [128] [129] [130] [131].
Plus récemment, des études ont révélé que les microARNs secrétés (miRNA) peuvent étre transférés
des cellules du donneur aux cellules receveuses, dans lesquelles ils fonctionnent en tant qu’agonistes
pour les TLR7 et 8 [132].

En 2015, Tanji et coll. ont montré, pour la premiére fois, que le TLRS reconnait les produits de
dégradation de ’ARNsb a deux sites différents : le premier site reconnait I'uridine alors que le
deuxiéme reconnait des oligoribonucléotides courts comme UG et UUG. Contrairement aux ligands
chimiques qui sont capables de stimuler le TLR8 en se liant uniquement au premier site, 1’uridine
seule n’était pas capable d’activer le TLRS en absence de 1’oligoribonucléotide au deuxiéme site.

Alors la liaison de I’oligoribonucléotide au deuxiéme site augmente I’affinité de ['uridine au premier
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site et par conséquent conduit a 1’activation du TLR8 [64]. Les figures montrant 1’interaction
de 'uridine et de I’oligoribonucléotide avec le premier et le deuxiéme site respectivement ainsi que la
structure du TLRS, sont bien détaillés dans le premier chapitre (figures 3-9).

En se basant sur les résultats ci-dessus, Shibata et coll. ont montré que le TLR7 répond aux analogues
du guanosine : guanosine, 2’-désoxyguanosine (dG), 8-hydroxydésoxyguanosine (8-OHdG), en
présence des oligoribonucléotides [47]. Comme dans le cas du TLRS, la guanosine seule ou I’ARNsb
seule (polyU) ne sont pas capables d’activer le TLR7, par contre une combinaison des deux conduit a
une activation du récepteur. De méme, I’ARNsb améliore 1’affinité du guanosine, dG, 8-OH et du 8-
OHAG au TLR7. Considérant que ces nucléotides sont des métabolites présents a 1’état physiologique
ou pathologique, ils peuvent étre considérés comme des ligands endogénes du TLR7. Ces résultats ont
été confirmés en 2016 par Zhang et coll. qui ont montré que le TLR7 aussi reconnait la forme
dégradée de I’ARNSsb : la guanosine se lie au premier site alors que 1’oligribonucléotides (polyU) se lie
au deuxieme site, et la combinaison de ces deux produits active, d’une maniere synergique, la
dimérisation du TLR7. Les figures montrant les interactions avec le TLR7 ainsi que la structure du

récepteur, sont détaillés dans le premier chapitre (figures 11-14).

2.3 Agonistes synthétiques du TLR7 et TLRS8
Vu la capacité des agonistes TLR7 et 8 de produire des cytokines proinflammatoires ainsi que d’IFNa
conduisant a promouvoir I’immunité adaptative, des agonistes ont été développés appartenant a
différentes séries chimiques dans la perspective d’étre utilisés comme adjuvants vaccinaux ainsi que

dans la thérapie de plusieurs maladies y compris le cancer.

2.3.1 Les agonistes appartenant a la série des imidazo[4,5-c]quinolines

En 2005, Gerster et coll. du laboratoire 3M pharmaceuticals ont publié¢ un article montrant les
différentes stratégies de synthése des composés de type imidazo[4,5-c]quinoline ainsi que des études
de relation structure-activité qui influencent sur 1’induction d’IFN [133]. La présence d’une chaine
alkyle ou hydroxyalkyles au niveau de la position R1 (figure 18), sans aucune substitution en R2,
donne une bonne induction d’IFN dans les PBMCs humaines (figure 18). Cependant, 'activité n'est
pas améliorée par rapport au composé non substitué¢ possédant un hydrogéne en R1. Lorsque des
chaines alkyles plus longues ou des substituants alkyle plus volumineux (c'est-a-dire tert-butyle) sont
substitués en R1, l'activité est perdue. C'est également le cas lorsqu'un groupe phényle est directement
li¢ a la position R1. La substitution d'alkyle a la position R2 améliore I’induction de I'l[FN pour les
petites chaines, le butyle étant le plus actif. Lorsque la longueur de la chaine atteint I'heptyle, 'activité
commence a diminuer. Les groupes phénoxyméthyle et benzyle en R2 augmentent également
l'activité. L'amine en position C4 est indispensable pour l'activité. Toutes les autres modifications sur

cette position ¢liminent la production d'IFN. En général, une simple substitution sur le noyau benzéne
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semble étre défavorable car la plupart des composés préparés sont incapables d’induire I'IFN. Une
exception est la substitution en position C7, les composés conservant l'activité de la molécule non

substituée.
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Figure 18 : Structure générale des imidazo[4,5-c|quinolines.

En 2005, Gorden et coll. ont étudié la sélectivité, vis-a-vis des TLR7 et TLRS, de trois composés
appartenant a la série des imidazo[4,5-c]quinolines (3M-001 et 3M-003) et a la série des thiazolo[4,5-
c]quinolines (3M-002) [134]. Les composés 3M-001 et 3M-002 (ou CLO75) sont des agonistes
sélectifs pour le TLR7 et le TLRS8 respectivement. Le composé 3M-003 est un agoniste a la fois du
TLR7 et du TLRS8 (Figure 19). Malgré les similarités phylogénétiques et structurelles entre TLR7 et
TLRS, ces TLRs se diffeérent fonctionnellement en ce qui concerne les profils des cytokines induits par
les PBMCs humaines ainsi que par les populations de cellules isolées du PBMC. Le TLR7 est
fonctionnellement associé¢ a la production d’IFN-o. Le TLR8 est impliqué dans la production de

cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a et I’IL12.
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Figure 19 : Structure des agonistes TLR7 et TLRS8 : 3M-001, 3M-002 et 3M-003 [134].

En plus de leurs effets antiviraux via l'induction de I'lEN type I, les imidazo[4,5-c]quinolines ont été
reconnus comme des adjuvants puissants dans les années 90 [135]. Une stimulation par des agonistes
de TLR7, permet une sur-régulation de I'expression des molécules co-stimulatrices telles que CD40,
CDS80 et CD86 dans les cellules dendritiques plasmacytoides (DCp) et myéloides (DCm) [136]. De
plus une étude de Hood et coll. a montré que les agonistes sélectifs du TLR7, contrairement aux autres
ligands des TLRs, sont des immunostimulateurs puissants sans induire des réponses des cytokines pro-
inflammatoires dominantes [137]. De méme, des études ont révélé que les imidazo[4,5-c]quinolines,
agonistes du TLR7, sont des adjuvants puissants dans la conception de vaccins [138] [139].

Cependant, la voie d'administration joue un role trés important, par exemple ['administration
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intradermique du vaccin contenant comme adjuvant le gardiquimod, est immunogéne et protectrice,
par contre ’administration du méme vaccin mais par voie sous-cutanée ne donne pas une réponse
protectrice [140]. Citons que le gardiquimod (figure 20) est un agoniste du TLR7 plus actif que
I’imiquimod. En se basant sur ces données, Shukla et coll. ont émis I'hypothese que le substituant
¢thylaminométhyléne en position C2 du guardiquimod rend la molécule suffisamment polaire pour
empécher sa pénétration transcutanée pour accéder efficacement et stimuler les cellules dendritiques
plasmacytoides. Ils ont alors synthétisé¢ des analogues hydrophobes du gardiquimod et ils ont étudié
leur activité agoniste TLR7 et TLRS&, en utilisant des cellules HEK293 exprimant soit le TLR7 soit le
TLRS, dans la perspective d’étre utilisés comme adjuvants pour les vaccins transcutanés [141]. Les
modifications de l'amine secondaire de la chaine secondaire de 1'éthylaminométhyléne en C2 ne sont
pas tolérées. Le groupement 4-amino doit étre conservé pour obtenir une activité maximale. Le
remplacement du cycle imidazole par un cycle triazole conduit a une perte totale d'activité. Dans le but
d’obtenir des analogues plus lipophiles, des composés avec un groupement benzyl en position N1 et
une chaine alkyle en C2 ont été synthétisés, et une relation trés étroite entre la longueur de la chaine
alkyle et l'activit¢ agoniste TLR7 a été observée avec une activité optimale pour le composé 2.1
portant une chaine butyle en C2 (figure 20), comme déja suggéré par Gerster et coll. [133]. La
transposition des substituants en N1 et C2 du gardiquimod et du composé 2.1 conduit a 1'identification
du composé 2.2, agoniste TLR7 extrémement actif avec une ECsy de 8,6 nM (figure 20). Ces

composés sont sélectifs du TLR7 sans aucune activité agonistique au niveau du TLRS.
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Figure 20 : Structure du gardiquimod et des agonistes du TLR7 [141].

En 2012, Shi et coll. ont synthétis¢ des imidazo[4,5-c]quinolines, analogues de 1I’'imiquimod et du
résiquimod, en substituant I’hydrogéne sur le carbone en C7 par un groupement méthoxycarbonyle
(figure 21) [142]. Ils ont montré que I’élimination de la chaine éthoxyméthyle en position C2 du
résiquimod aboutit & une diminution trés significative de 1’activité agonistique TLR7, et une perte de
I’activité agoniste TLRS. L’activité est restaurée, méme améliorée, par I’addition d’une chaine butyle
en C2. Le composé, non substitué en C2 et portant un groupement méthoxycarbonyle en C7 (figure
21), était dépourvu d’une activité agoniste TLR7/8, cependant il était capable d’induire une forte
production des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-12, IL-1B). Ceci suggere la présence d’un

autre mécanisme d’action alternatif par lequel les imidazoquinolines peuvent stimuler la production
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des cytokines. L’ajout de la chaine alkyle (butyle) en C2 a permis la restauration de I’activité agoniste
TLR7 et TLRS. Ceci indique que la substitution en C7 peut étre importante pour la production des
cytokines, par contre, 1’activité¢ agoniste TLR7/8 nécessite une substitution en C2. En se basant sur
ces données, Schiaffo et coll. ont synthétis¢ des imidazo[4.5-c]quinolines en introduisant des
substituants en position R, (figure 21). Les résultats montrent que l'activité agoniste TLR7/8 est
corrélée a la longueur de la chaine alkyle en C2, avec une activité maximale pour les dérivés avec un
butyle (TLR7) et pentyle (TLRS). Une étude structure-activité similaire a été, aussi, identifiée dans la
production de I’IL-1pB, IL-12 et IFN-y, qui dépend a la fois de la longueur de la chaine alkyle en C2 et
de la substitution en position N1. Les composés stimulent également la production d'IFN-a et d'IL-10,

mais avec des corrélations structurales moins prononcées [143].
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Figure 21 : Structure générale du cycle imidazo[4,5-c]quinoline[142].

Tres récemment, Larson et coll. ont introduit des substituants en N1 (figure 22), leurs résultats
montrent que I’activation du TLR7 et TLRS est fortement liée a la substitution en N1, avec une
sélectivité au TLRS8 obtenue par l'introduction d'un groupement éthyle, propyle ou butylamino sur
cette position [144]. Alors que I'analyse de la relation structure-activité indique que l'activité du TLR7
est moins sensible a la modification en N1, I'extension de la longueur de la chaine aminoalkyle
jusqu’aux groupements pentyle et p-méthylbenzyle induit une importante affinit¢ au TLR7. De plus,
une production de cytokines était aussi rapportée et I'agoniste sélectif du TLRS était capable d’induire
des niveaux plus élevés d’IL-1pB, IL-12 et d’IFN-y comparativement aux agonistes sélectifs du TLR7

ainsi que des agonistes mixtes TLR7 et TLRS.
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Figure 22 : Structure générale du cycle imidazoquinoline avec les différentes
substituants en position N1 [144].

2.3.2 Les agonistes appartenant a la série des 8-hydroxyadénines

Un intérét important a été aussi attribué a la série des 8-hydroxyadénines. En 2002, Hirota et coll. ont
synthétisé une grande variété de ces composés (figure 23), en introduisant différents substituants en
position C2, N9 et C8 dans le but de tester leur faculté a sécréter I’interféron pour le traitement des
infections du virus de I’hépatite C [145]. D’apres des études de relation structure-activité, ils ont
trouvé que la présence d’un benzyle en position N9 ainsi qu’un groupement hydroxyle en C8 est
indispensable pour I’induction d’interféron (composé 2.3a). L’introduction d'un substituant en C2 tel
que les groupements alkyles, alkylthio, alkylamino et alkoxy, a entrainé une augmentation
remarquable de l'activité. Les analogues 2-alkylthio (2.3b-2.3d), 2-butylamino (2.3e) et 2-butoxy
(2.3f) ont montré des activités importantes lors de 1’administration orale chez la souris. Une autre
¢tude a montré que le composé 2.3g, avec un butyle en C2, présente 1’activité inductrice d'IFN la plus
puissante in vitro, avec une forte induction de I'IFN lors de son administration orale chez la souris.
Cette puissance ¢tait 10 fois plus forte que celle de I’imiquimod. De plus, 2.3g ne provoque pas de
vomissements chez les furets, alors que 80% des animaux étaient émétiques lors de 1’administration
par voie orale avec la méme dose d'imiquimod. Ces résultats indiquent que le composé 2.3g est
supérieur a l'imiquimod en ce qui concerne l'efficacité et la sécurité. En se basant sur ces données,
Kurimoto et coll. [146] ont synthétisé une série de 8-hydroxyadénines, ayant divers groupements
alkoxy ou alkylthio en position C2. Ces composés ont été évalués pour leur capacité a induire 1'IFN a
la fois in vitro et in vivo. Ils ont trouvé que le composé 2.3h (SM-360320) est un inducteur puissant
d’IFN et présente une bonne biodisponibilité orale. Ce méme composé, agoniste du TLR7, a été
capable d’activer des réponses immunitaires contre le virus de 1’hépatite C, comme déja montré par

Lee et coll. [147]
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Figure 23 : Structure générale du 9-benzyl-8-hydroxyadénine avec les différentes
substituants en position C, [145][146].

Plus récemment, Zhu et coll. ont synthétisé un nouvel agoniste du TLR7 appelé SZU-101, appartenant
a la série des 8-hydroxyadénines (figure 24), et ont étudié son effet antitumoral sur un modéle murin
de lymphome a cellules T in vivo. L'administration intratumorale de SZU-101 a augmenté 1'efficacité
du doxorubicine (DOX), un agent chimiothérapeutique et de méme a amélioré la clairance tumorale
dans un modé¢le murin de lymphome a cellules T. La nouvelle combinaison de SZU-101 et DOX
administrée par voie intratumorale a produit une forte production de cytokines et amélioré la réponse
des lymphocytes T cytotoxiques, menant a I'éradication des tumeurs locales et distales chez les souris
porteuses de tumeurs [148]. De plus, SZU-101 est un candidat prometteur en tant qu’adjuvant pour les
vaccins antigrippaux inactivés contre la grippe HINI. Il induit, en effet, chez la souris, une forte
réponse Thl, représentée par des titres d'IgG2a élevés [149]. Un composé similaire au SZU-101, le
CL264 est un dérivé de la 9-benzyl-8-hydroxyadénine contenant une glycine sur le groupement
benzyle (en para) (figure 24). De manicre similaire au SZU-101, le CL264 induit l'activation de NF-
kB et la sécrétion d'IFNa dans les cellules exprimant le TLR7. CL264 est un agoniste spécifique du

TLR7, il ne stimule pas le TLR8 méme a des concentrations élevées [145].
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Figure 24 : Structure des agonistes du TLR7 appartenant a la série des 9-benzyl-8-hydroxyadénines,
SZU-101[148] et CL264 [145].
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2.3.3 Les agonistes appartenant a d’autres séries chimiques

Apres le développement des imidazo[4,5-c]quinolines ainsi que des 8-hydroxyadénines, 1’intérét pour
des petites molécules agonistes du TLR7 et TLRS8 s’est traduit ces cinq derni¢res années par des
publications mettant 1’accent sur le développement de nouvelles molécules appartenant a des séries
chimiques différentes. En 2013, Yoo et coll. ont synthétis¢ de nouveaux composé€s appartenant a la
série des imidazo[4,5-c]pyridines, et étudié leurs effets sur la production d’interféron alpha (IFN-a)
ainsi que sur I’expression du CD69 dans des sous-ensembles lymphocytaires [150]. En incorporant des
substituants qui ont été précédemment déterminés comme étant optimaux dans les imidazoquinolines
(N1-benzyle et C2-butyle, composé 2.1, figure 20), Yoo et coll. ont synthétisé la 1-benzyl-2-butyl-1H-
imidazo[4,5-c]pyridin-4-amine (composé 2.4, figure 25) qui a montré une activité agonistique TLR7
(ECsp : 1.57 uM) avec une activité négligeable sur le TLR8. Une augmentation de la puissance a été
observée dans des analogues substitués en N6 (figure 25), en particulier avec les composés présentant
des substituants riches en ¢lectrons. Les liaisons aryle-aryle directes en position R; ¢liminait toute
activité, mais l'effet agoniste TLR7 a été rétabli avec des analogues présentant un groupement benzyle
ou phénéthyle en R;. En accord avec ’activité agoniste TLR7 de ces composés, une induction d'IFN-a
dans les PBMC humaines a été observée avec une tres faible induction de cytokine pro-inflammatoire.
Vu que ces composés sont des inducteurs puissants de I'I[FN type I, avec un profil proinflammatoire

atténug, ils peuvent étre utilisés comme adjuvants sans induire d'inflammation locale ou systémique.

NH, NH>
Z N\\@ RN N\\@

Composé 2.4

Figure 25 : Structure chimique du composé 2.4 avec la structure générale des composés substitués en
position R; [150]

Toujours dans la perspective de développer de nouveaux adjuvants vaccinaux, Kokatla et coll. ont
synthétisé des thiazolo[4,5-c]quinolines [151], analogues au 2-propylthiazolo[4,5-c]quinolin-4-amine
CLO075 (3M-002, figure 19) qui est un agoniste du TLR8 développé par les laboratoires 3M
Parmaceuticals. Les alkylthiazoloquinolines avec des groupements méthyle, éthyle, propyle (CL075
ou 3M-002) et butyle en position R; (figure 26) possedent des activités agonistes TLR8 comparables,
cependant l'activité diminue modérément avec le composé portant un groupement pentyle en R, et les
composés possédant une chaine alkyle plus longue sont inactifs. Le composé avec un butyle en R,

(composé 2.5) était doué également d’activité agoniste TLR7. Pratiquement, toutes les modifications
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en position R, ont conduit a la perte de l'activité agoniste. L'alkylation de I’amine en position R; n'est
pas tolérée. L'immunisation chez les lapins avec un antigéne adjuvé avec le composé 2.5 a montré des
améliorations significatives des titres d'anticorps spécifiques de l'antigéne. Vu l'engagement des
agonistes du TLRS dans la production des cytokines pro-inflammatoires incluant le TNF-a et ’[L12 et
I’activation d’une réponse Thl dans les cellules présentatrices d'antigénes néonatales, de nombreux
travaux se sont axés vers la synthése d’agonistes sélectifs TLR8 en vue d’étre utilisés comme

adjuvants vaccinaux notamment pour améliorer les réponses immunitaires chez les nouveau-nés [151].
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Composé 2.5

Figure 26 : Structure générale des thiazoloquinolines avec la structure
chimique du composé 2.5 [151].

Des furo[2,3-c]quinolines ainsi que des aminoquinolines alkylées ont été synthétisés en vue d’evaluer
leurs activités agonistes TLRS8 (Figure 27) [152] [153]. Le 2-butylfuro[2,3-c]quinoline (composé 2.6)
ainsi que le 3-pentyl-quinoline-2-amine (composé 2.7) ont montré une sélectivité vis-a-vis du TLRSE

avec des ECsy de 1.6 et 0.2 uM respectivement.

P =
N~ “NH,

Composé 2.6 Composé 2.7

Figure 27 : Structures chimiques des composés 2.6 et 2.7 [152][153].

La figure 28 montre les interactions du composé 2.6 avec 1’ectodomaine du TLR8 humain : des
liaisons hydrogénes ioniques (salt bridge) ont été observées entre I’amine en C4 et le carboxylate de la
chaine latérale d'Asp543 de TLRS, une liaison hydrogéne a lieu entre I’oxygene du furanyle et la
thréonine T574 ainsi que des interactions 7-7 entre la quinoline et la poche formée par le Phe405 et la
Tyr353. Des interactions de Van Der Waals entre la chaine alkyle en C2 et la poche formée par le

Phe346, I’11e403 et la Tyr348 ont été également observées.
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Figure 28 : Les interactions du composé 2.6 avec I’ectodomaine du TLR8 humain [153]

Vu que la plupart des composés actifs possedent un groupement butyle en position C2, Yoo et coll. ont
examiné les effets électroniques des modifications hétérocycliques tout en maintenant le butyle en
position C2 [154]. Ils ont synthétisé 13 différentes structures tricycliques incluant des
thiazolo/oxazolo[4,5-c]quinolin-2-amines, thiazolo/oxazolo[5,4-c]quinolines, imidazo[1,2-
c]quinazolines, [1,2,4]triazolo[1,5-c]quinazolines, imidazo[1,2-a]-quinoxalines, [1,2,4]triazolo[1,5-
a]quinoxalines, [1,2,4]-triazolo-[4,3-a]quinoxalines, et pyrazolo[3,4-c]quinolines. Parmi tous ces
composés, 1’oxazolo[4,5-c]quinolin-2-amine (compos¢ 2.8), le thiazolo[4,5-c]quinoline (composé 2.9)
et le pyrazolo[3,4-c]quinoline (compose 2.10) ont montré une activité agoniste TLR7 avec des ECs de
0.55, 0.73 et 0.19 uM respectivement, ainsi qu’une activité agoniste TLRS avec des ECs, respectives
de 0.18, 3.94 et 0.056 uM (figure 29). Cependant 1’imidazo[1,2-a]quinoxaline (composé 2.11) a
montré une sélectivité vis a vis du TLR8 avec une ECsy de 7.99 uM. Cette activité a été confirmée par
une ¢étude de la sécrétion des cytokines par des PBMCs humaines. Les composés 2.8, 2.9 et 2.10 ont
montré une faculté a produire de I’IFN alpha, alors que le composé 2.11, agoniste du TLRS, n’était pas
capable d’en produire. De plus ces composés ont été capables de produire des cytokines pro-

inflammatoires (TNF-q, IL-6, IL-1B...), de I’interféron type II (IFN-y) ainsi que des chémokines.
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Figure 29 : Structures chimiques des composés 2.8, 2.9, 2.10 et 2.11 [154].
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La figure 30 montre les interactions entre le composé 2.10 le plus actif et I’ectodomaine du TLRS
humain : Les principales interactions comprennent la liaison d’hydrogéne du groupement amidine
avec I’Asp543, Iinteraction de l'atome d’azote du cycle pyrazole avec le Thr574, des interactions -
du cycle quinoline avec le Phe405, et des interactions de Van Der Waals de la chaine alkyle dans la

poche formée par la Tyr348, la Val378 et la Phe405.

Figure 30 : La structure cristalline de I'ectodomaine de TLR8 humain complexé avec le composé 2.10,
montrant les interactions clés dans la poche de liaison [154].

Dans le but d’identifier de nouveaux adjuvants vaccinaux, Beesu et coll. ont synthétisé une grande
variété de composés hétérocycliques qui ont montré une sélectivité vis-a-vis du TLR8 [155] [156]
[157]. La figure 31 montre la structure chimique des composés les plus actifs, appartenant a trois
séries chimiques : la série des benziimidazol-2-amines (composé 2.12, ECs, (TLR8) = 1.13 uM), des
quinolines (composé 2.13, ECso (TLRS) = 9nM) et des pyrimidine-2.4-diamines (composé 2.14, ECs,
(TLR8) =0,3 uM).
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Figure 31 : Structures chimiques des composés 13[165], 14[166] et 15[167].

Dans le but d'identifier de nouveaux composés actifs TLR7 / TLRS, Beesu et coll. ont repris les études
de relation structure-activité dans la série des pyrimidine-2,4-diamines, en se concentrant sur les
substituants en C5 [158]. Le composé 2.15 (N*-butyl-6-méthyl-5-(3-morpholinopropyl)pyrimidine-
2,4-diamine) présente une importante activité agoniste simultanée TLR7 et TLRS, avec une activation

remarquable de plusieurs sous-ensembles de cellules dendritiques (figure 32).
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Figure 32 : Structure chimique du composé 2.15 [168].

L’ensemble de ces données atteste de I’importance des structures hétérocycliques dans 1’activation des
TLR7 et 8, I’introduction des chaines alkyles crée des interactions importantes avec les ectodomaines
des TLR7 et 8. De méme la présence d’un groupement NH, est indispensable pour I’activité agoniste.

En conséquence, le développement des agonistes du TLR7 et du TLRS8 constitue un axe important
dans le traitement des cancers, de 1’asthme, et dans I’exploration de nouveaux adjuvants vaccinaux.
Par exemple, les formulations d'adjuvants agonistes des récepteurs Toll-like (TLR) ont montré leur
capacité a ¢élargir les réponses au vaccin HSN1 dans des modeles précliniques. Cependant, plusieurs de
ces molécules agonistes se sont avérées difficiles a développer cliniquement. En 2017, Hoeven et coll.
ont décrit le développement d’une formulation adjuvante de I'agoniste du TLR7/8, 3M-052,
appartenant a la série des imidazoquinolines (figure 33), en combinaison avec des antigénes a base
d'hémagglutinine HSN1 [159]. IIs ont trouvé que plusieurs formulations du 3M-052 protégeaient a la
fois les souris et les furets d’infections provoquées par le virus homologue HSN1 1étal. En outre, ils
ont démontré l'aptitude de formulations adjuvantes de 3M-052 a élargir les réponses aux antigénes a

base d’hemagglutinine H5NT.
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Figure 33 : Structure chimique du composé 3M-052.
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De plus, des nanoparticules d'un agoniste du TLR8 (3M-002, figure 19) imitaient les effets
immunomodulateurs du vaccin BCG vivant et amélioraient les réponses immunitaires innée et
adaptative néonatales [160].

Les TLR7 et 8 peuvent de plus intervenir dans le cadre de traitements de 1’asthme ou d’allergies : la
principale caractéristique d'une réponse allergique est généralement une forte réponse Th2 qui peut
étre contrebalancée par l'induction de la signalisation des TLRs ; ces derniers permettent une réponse
des cytokines et activent les cellules présentatrices d’antigéne, conduisant a une réponse Thl. Les
agonistes qui activent les TLRs, en particulier TLR7 et TLRS, peuvent induire une forte réponse Thl
et servir comme de nouvelles thérapies dans ces domaines pathologiques. Le motolimod ou VTX-2337
est un agoniste du TLR8 en cours de développement pour son potentiel dans le traitement du cancer et
de l'allergie. L'agoniste du TLR7 AZD8848 (DSP-3025) est évalué pour sa capacité a induire une
rémission de la maladie a long terme dans les troubles allergiques tels que 'asthme bronchique et la

rhinite allergique [161].

3. Les Antagonistes du TLR7 et TLRS

En plus de leur pouvoir d’activer le systéme immunitaire, d’intervenir dans la thérapie de plusieurs
maladies et d’étre des candidats adjuvants vaccinaux, les TLRs 7 et 8 ont été fortement impliqués dans
le développement des maladies autoimmunes, de certains cancers ainsi que dans la progression du
syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA), suite a une activation chronique du systéme

immunitaire.

v" Engagement du TLR7 et TLRS8 dans les maladies autoimmunes :
Plusieurs données dans la littérature ont montré que les TLRs 7, 8 et 9 reconnaissent des complexes
immuns endogeénes (CI), contenant des acides nucléiques, dans certaines maladies auto-immunes,
telles que le lupus et le psoriasis, et induisent des cytokines pro-inflammatoires contribuant a la
progression de la maladie [161] [162]. L'activation des TLRs 7, 8 et 9 par les complexes immuns
conduit a l'expression de l'interleukine 12 (IL-12), de 1'[L6, du facteur de nécrose tumorale alpha
(TNF-a), de I'[L-1p et de l'interféron IFN-a, et est associée a la présence d'auto-anticorps anti-ADN et
anti-ARN chez les patients atteints de Lupus Erythémateux Disséminé (LED) [163] [164]. Dans cette
derniere pathologie, ces auto-anticorps provoquent des dommages aux organes en se liant directement
aux tissus de 1'hote ou en formant des complexes immuns qui se déposent dans les tissus vasculaires,
induisant ainsi une inflammation destructive [165]. Plusieurs études utilisant des souris déficientes en
TLRs ont étudié le role des TLRs 7, 8 et 9 dans le développement du LED chez des souris sujettes au
lupus. La délétion du TLR7 chez des souris sujettes au lupus a conduit & un échec dans la production
d'anticorps, a une diminution de 1’activation lymphocytaire, diminution des taux sériques d'IgG et une

atténuation de la maladie [166].
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Le role du TLRS dans les maladies auto-immunes n'a pas été étudi¢ d’une maniére approfondie, peut-
étre a cause d’un manque de réponse aux ligands de TLRS dans les modeles murins. Le profil des
effets immunitaires stimulés par les ligands TLR7 et TLRS est différent [46]. Les réponses TLR7 sont
caractérisées par une forte production d'IFN de type I tels que I’'I[FN-0, qui semblent jouer un role
majeur dans les maladies auto-immunes, alors que le TLRS stimule des niveaux tres faibles d'IFN-a
mais induit une forte production d'autres cytokines pro-inflammatoires [167] [134] [168]. Cependant,
le TNFa qui est produit lors de I’activation du TLRS peut exercer des effets pro-inflammatoires dans
les maladies auto-immunes [169] [170]. Le TLRS8 est stimulé par des ribonucléoprotéines ou des
séquences d'auto-ARN [171], et 'ARNm du TLRS8 est sur-régulé¢ chez les patients atteints du
syndrome de Sjogren [172], indiquant un rdle possible du TLR8 dans les processus auto-immuns.
Dans le psoriasis, une maladie inflammatoire auto-immune chronique de la peau, l'auto-ARN
extracellulaire forme des complexes avec le peptide antimicrobien cationique LL37. Ces complexes
sont hautement protégés contre la dégradation de la RNase et ont accés aux compartiments
endosomaux des cellules dendritiques plasmacytoides (DCp) et myeloides (DCm). Les complexes
auto-ARN-LL37 induisent I'activation du TLR7 dans les DCp et déclenchent la sécrétion d'IFN-a. Les
complexes auto-ARN-LL37 déclenchent également 1'activation directe des DCm pour sécréter TNF-a
et I'lL-6 et se différencier en cellules dendritiques matures. Cette maturation de DCm est déclenchée
par le TLR8 endosomal et est renforcée par 1'activation concomitante des DCp pour produire I’IFN-a.
Ces données identifient les complexes auto-ARN-LL37 comme déclencheurs endogenes des TLR7 et

TLRS dans les cellules dendritiques humaines conduisant ainsi au développement du psoriasis [173].

v Engagement du TLR7 et TLRS dans le cancer :
Contrairement aux avantages thérapeutiques des agonistes du TLR7 et TLRS sur les cellules
immunitaires, plusieurs études ont montré que la stimulation du TLR7/8 favorise la progression
tumorale. En 2010, Cherfils-Vicini et coll. ont montré que le TLR7 et TLR8 sont fortement exprimés
sur les cellules tumorales primaires des patients atteints de cancer du poumon non a petites cellules
(NSCLC : Non-Small-Cell lung carcinoma). En outre, la stimulation par les agonistes du TLR7 induit
un important effet protumorigene in vitro et une résistance aux médicaments chimiothérapeutiques
actuellement utilisés pour traiter les patients atteints du NSCLC [174]. Ces auteurs ont également
vérifié ces effets chez des modeéles murins immunodéficients (NOD/SCID) et immunocompétents
(C57BL/6), en utilisant des cellules du carcinome pulmonaire greffées par voie sous-cutanée [175].
Dans les deux modéles, les auteurs ont montré que 1'administration répétée des agonistes du TLR7, tels
que CL264, loxoribine ou imiquimod entrainait une augmentation du volume tumoral. Cet effet
protumorigéne pourrait étre médié par une stimulation directe des cellules tumorales exprimant le
TLR7 ou par un recrutement et une différenciation accrus des cellules immunosuppressives dans le
microenvironnement tumoral. De plus, d'autres équipes de recherche ont montré des résultats

similaires dans d’autres modéles tumoraux. Par exemple, dans un modeéle de cancer du pancréas
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composé des cellules tumorales exprimant le TLR7, la stimulation de ce dernier induit une
accélération dans la croissance tumorale et une réduction dans I'expression de plusieurs molécules
antitumorales [176] [177]. De méme, dans une étude portant sur le carcinome hépatocellulaire, les
cellules tumorales ont montré une expression du TLR7, dont la stimulation induisait une prolifération

accrue des cellules malignes [178].

v" Engagement du TLR7 dans le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA)
L'activation immunitaire chronique est une cause principale d'immunodéficience progressive de
l'infection par le virus de l'immunodéficience humaine type 1 (VIH). L'ARN simple brin du VIH est
un activateur immunitaire puissant, qui déclenche la signalisation médiée par les récepteurs TLR7. Le
virus VIH, lui-méme, peut contribuer directement a l'activation du systéme immunitaire et a son
dysfonctionnement en stimulant le TLR7 [179]. Des études récentes ont montré que ’activation du
TLR7 dans les lymphocytes T CD4+ humains déclenche un état anergique qui peut contribuer a
I'hyporéactivité des cellules T CD4+ apres infection par le virus de l'immunodéficience humaine de
type 1 et peut également augmenter la propagation de ce virus. Ce role inattendu du TLR7, dont
’activation facilite 1'infection des cellules T CD4+ par le VIH-1, a été bloqué en utilisant un inhibiteur
du TLR7. La présence de cet inhibiteur a conduit a une atténuation de I’infection. Les auteurs ont
conclu que le VIH-1 utilise 1'état anergique induit par 1’activation du TLR7 pour soutenir sa propre
propagation [180].

L’inhibition de l'activation des TLRs 7 et 8 par des composés synthétiques constitue donc un domaine
de recherche prometteur pour le traitement des maladies auto-immunes, des cancers et du SIDA. Les
antagonistes TLR7/8 sont des composés développés en tant qu'analogues structuraux aux agonistes et
qui se lient au récepteur en inhibant son activation, supprimant ainsi la réponse immunitaire. Comme
dans le cas des agonistes du TLR7 et TLRS, les antagonistes actuellement connus sont divisés en deux

groupes : les oligonucléotides et les composés hétérocycliques, bi- et tricycliques.

3.1 Les oligonucléotides

En 2006, Judge et coll. ont montré que l'incorporation de résidus 2'-O-méthyl (2'OMe) -uridine ou
2'0OMe-guanosine dans des petits ARN interférents (siRNA) ou dans I’ARN simple brin élimine leur
activité immunostimulatrice a la fois in vitro et in vivo [181]. Il a également été rapporté que la
modification chimique des nucléotides dans I'ARN des mammiféres, y compris les modifications
2'0OMe, les empéche d'activer les cellules dendritiques [182]. En 2007, Robbins et coll. ont testé la
capacité de I'ARN 2'OMe a antagoniser la stimulation immunitaire par le TLR7 [183]. IIs ont rapporté
que I'ARN 2'0OMe inhibe directement l'induction des cytokines par 'ARN immunostimulant et par un
agoniste de TLR7, la loxoribine dans les systémes murin et humain. Cette activité inhibitrice de 'ARN

2'0OMe a ¢également été montrée in vivo. Ces résultats indiquent que I'ARN 2'0OMe agit comme un
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antagoniste du TLR7. Les oligodésoxynucléotides (ODN) contenant des dinucléotides CpG non
méthylés agissent comme des agonistes du TLR9 et induisent des réponses immunitaires de type
Th1[184]. En revanche, la substitution de la cytosine dans le motif CpG par le 2’-O-méthyl-Cytosine,
le 2°-O-méthyl-5-méthyl-Cytosine ou le 5-méthyl-déoxycytosine ou la substitution du guanosine par le
2’-O-méthyl-Guanosine conduit a la perte de l'activit¢é immuno-stimulatrice; ces oligonucléotides
semblent donc étre des antagonistes TLR7 et TLR9 [185]. En se basant sur ces travaux, plusieurs
études récentes se sont interessées a la synthése d’oligonucléotides en utilisant les modifications
chimiques mentionnées ci-dessus [186] [187] [188]. Parmi ces nucléotides, IMO-8400 est un
oligonucléotide antagoniste du TLR7, TLRS8 et TLR9Y, actuellement en développement clinique phase
2a pour le traitement du psoriasis [189]. De plus, plusieurs oligonucléotides antagonistes du TLR 7 et
8 ont ¢été développés. Par exemple I’IRS 954 (immunoregulatory sequences 954) a montré sa capacité
a réduire les taux sériques d'anticorps spécifiques a l'acide nucléique et a réduire les dommages aux
organes cibles dans un mod¢le murin atteint de lupus [190]. Le traitement des PBMCs induites par le
VIH, avec ce composé, réduit également la production d'IFNa, ce qui suggere une possibilité

thérapeutique pour l'infection par le VIH [191].

3.2 Les antagonistes appartenant a la série des imidazo[4,5-c]quinolines, des pyrazolo[1,5-

alpyrimidines et des quinolines.

Les données disponibles sur de petites molécules antagonistes des deux récepteurs TLR7 ou 8 sont
relativement réduites. En 2009, Shukla et coll.ont synthétisé le gardiquimod (agoniste TLR7) et son
régioisomere 3H dans le but d'explorer des relations structure-activité des substituants sur le cycle
imidazoline (figure 34), le régioisomere 3H (composé 2.16) s'est révélé complétement inactif en tant
qu’agoniste du TLR7, étant en fait, faiblement antagoniste. Un précurseur des-amino du régioisomere
3H (composé 2.17) était plus puissant comme antagoniste du TLR7, avec une valeur d’ICsy de 7,5 uM.
Ce composé, premiére petite molécule ayant une activité antagoniste TLR7, a servi comme point de

départ pour le développement des autres antagonistes TR7 [192].
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Figure 34 : Structure chimique du gardiquimod, des composés 3.16 et 3.17 [202].
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A partir de ces premiers résultats encourageants, Shukla et coll. ont développé la synthése
d’imidazo[4,5-c]quinolines dans le but d’accéder a de nouvelles molécules antagonistes TLR7 ou
TLRS en se basant sur la structure du composé 2.17 (figure 34) [193]. Parmi les composés synthétisés,
le composé quinolinium 2.18 portant des substituants p-méthoxybenzyle sur les positions N3 et N5 a
¢été identifié comme étant le produit le plus actif en tant qu’antagoniste des TLR7 et TLR8 avec des
ICs respectifs de 2.79 et 4.55 uM. Les composés 2.19 et 2.20 portant le groupement propargyle sur
N3, ont également montré une bonne activité antagoniste TLR7/8 de 1’ordre de 10 uM et ils peuvent
s’avérer étre des supports intéressants pour une alkylation supplémentaire en position N5 avec des
substituants riches en électrons comme dans le cas du composé 2.18 (figure 35). L’activité antagoniste
optimale du composé 2.18 était inattendue puisque le composé quinolinium avec sa charge fixe ne

devrait pouvoir traverser la membrane cellulaire, les TLR7 et 8 étant localisés dans la membrane
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Composé 2.18 Composé 2.19 Composé 2.20

endosomale.

Figure 35 : Structures chimiques des composés 2.18, 2.19, 2.20 [193].

En 2012, la méme équipe a synthétisé et évalué I’activité agonistique et antagonistique TLR7/8 des
diméres d’imidazoquinolines liées aux positions C2, C4, C8 et Nl-aryle [194]. Les dimeres liés aux
positions C4, C8 et N1-aryle étaient des agonistes du TLR7 ; seul le dimére N1-aryle avec un espaceur
de 12 atomes de carbone ¢était un agoniste double du TLR7 et du TLRS. Les diméres li€s en position
C2 ont montré des activités antagonistes TLR7 et TLRS (figure 36) ; le dimere C2 avec un espaceur de
propyléne était un antagoniste maximal a la fois du TLR7 et du TLRS8 avec des ICsy de 3.1 et 3.2 uM
respectivement. Ce composé a également montré une inhibition de production des cytokines

proinflammatoires dans les PBMCs humaines.
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Figure 36 : Structure générale des diméres d’imidazoquinolines liés en position
C212041.
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Tres récemment, Zhang et coll. ont identifié, pour la premicre fois, de petites molécules antagonistes
spécifiques du TLR8 humain via un nouveau mécanisme d'inhibition [195]. Une étude de structure
activité sur la série des pyrazolo[1,5-a]pyrimidines a conduit a I’identification du composé : CU-
CPT8m qui s’est revelé étre le plus actif avec une ICsy de 67 nM et une forte capacité a inhiber la

production des cytokines proinflammatoires (figure 37).
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Figure 37 : Structure chimique du CU-CPT8m [205].

Les auteurs ont déterminé la structure cristalline du complexe TLR8-CU-CPT8m (figure 38a). CU-
CPT8m est pris en sandwich entre les deux monomeéres du TLR8 (TLRS8 et TLR8*, I’¢toile est utilisé
pour indiquer le second monomeére du TLRS et ses résidus) et est logé dans une poche hydrophobe a
l'interface protéine-protéine des deux monomeres TLRS. Cette poche est seulement formée dans le
dimére en état de repos (figure 38b). CU-CPT8m forme plusieurs interactions avec le TLRS :
interactions de Van Der Waals avec des résidus hydrophobes (F261, F346, V378, 1403, F405, F494*,
AS518%*, V520* et Y567%*), interactions ©t-m avec Y348 et F495* et des liaisons d”hydrogéne avec G351
et V520* (figure 38b, c). Lors de la liaison du CU-CPT8m, des changements conformationnels
importants au niveau des répétitions riches en leucine LRR8 (F261 et N262) et LRR18 (Y567%)
permettent 1’interaction avec le composé¢ CU-CPT8m (figure 38b), tandis que les autres régions ne
sont pas modifié¢es de fagon significative. Notamment, TLRS utilise LRR11-13 pour la liaison agoniste
et antagoniste d'un co6té de l'interface, tandis que de l'autre coté, LRR17%-18* et LRR15*-16* sont
respectivement utilisés pour les liaisons agoniste et antagoniste. Par conséquent, ce nouveau site de
liaison est proche, mais distinct du site 1 précédemment identifié pour l'agoniste (c¢f. chapitre 1), ce qui
implique un nouveau mécanisme inhibiteur par le CU-CPT8m. En outre, la superposition des sites de
liaison antagonistes des TLR7 et TLRS8 révele des différences structurelles, ce qui peut expliquer
l'activité inhibitrice du CU-CPT8m spécifiquement contre le TLRS, et non contre le TLR7. Lors de
l'activation induite par le ligand, les ectodomaines du TLRE subissent des changements
conformationnels, et leurs extrémités C-terminales sont alors plus proches. Les distances entre les
extrémités C-terminales des deux monoméres du dimére TLRS sont de 49 A dans le complexe TLRS-
CU-CPT8m et de 51 A dans le dimére TLRS sans ligand. Ces valeurs sont évidemment plus grandes

que celle (34 A) du dimére activé par I'agoniste (figures 38a et 39), dans lesquelles les deux extrémités
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C-terminales se rapprochent pour permettre la dimérisation des domaines intracellulaires et initier la

cascade de signalisation.

a Unliganded TLRS TLR8-CU-CPT8m TLR8-RB48
CU-CPTBm RB48

=e 2~ (N262)
5{520;@519:,u F261 |

-~~~ Hydrophobic pocket
~-=- Hydrogen bond

Figure 38 : Structure cristalline du complexe TLR8-CU-CPT8m. (a) Vue de face (en haut) et
vue latérale (en bas) des complexes sans ligand (gauche), TLR8-cu-cpt 8m (milieu) et TLRS8-
R848 (droite). TLRS et son partenaire de dimérisation, TLRS8 *, sont respectivement de couleur
verte et cyan. Les distances entre les extrémités C-terminales de deux monomeres du dimére tIR8
(TLRR8-CU-CPT8m) sont similaires a celles du dimeére sans ligand (a droite). Les atomes c, o et
n des ligands sont colorés en jaune, rouge et bleu, respectivement. (b) vue rapprochée du site de
liaison de I'antagoniste du TLRS sans ligande (a gauche) et du TLR8-CU-CPT8m (a droite). Les
molécules d'eau sont indiquées par des cercles rouges. (c) Représentation schématique des
interactions entre CU-CPT8m et le TLR8. La poche hydrophobe et les liaisons hydrogéne sont
représentées par des arcs gris pointillés et des lignes rouges pointillées, respectivement [205].

Ces résultats indiquent que CU-CPT8m reconnait un nouveau site de liaison a l'interface TLR8-

TLR8* qui est distinct du site 1 (figure 39), et dont I'occupation empéche I'activation du TLRS.
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Figure 39 : Mécanisme antagoniste proposé des composés CU-CPT (en haut) et représentation
schématique de l'arrangement des domaines dans chaque forme du TLR8 (en bas). LRRS,
LRR11-13, LRR15-16 et LRR17-18 sont respectivement colorés en jaune, vert, bleu et violet. Dans le
schéma du bas, 1'antagoniste et 'agoniste sont illustrés par des cercles jaunes et orange [195].

Apreés ces résultats encourageants, les auteurs ont réalisé une optimisation structurale qui a conduit a
I’obtention de deux nouveaux inhibiteurs du TLRS qui sont structurellement similaires au CU-CPT8m

et appartenant a la série des quinolines : CU-CPT9a (ICso = 0.5 nM) et CU-CPT9b (ICs5o = 0.7 nM)

(figure 40).
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Figure 40 : Structures chimiques du CU-CPT9a et CU-CPT9b [205].

La structure cristalline du complexe CU-CPT9b-TLRS montre que ce composé se lie au dimeére TLRSE
inactif d'une maniére similaire au CU-CPT8m. Ces inhibiteurs peuvent, alors stabiliser 1'état inactif du
TLR8 en reconnaissant une poche distincte du site 1. En bloquant le site nouvellement identifié, ces
inhibiteurs du TLR8 semblent aussi antagoniser la liaison des agonistes TLR8 comme R848 et
l'uridine. De plus, cette stabilisation de I'état de repos du dimere de TLR empéche ensuite le TLRS de
subir un changement conformationnel nécessaire a son activation. De plus, les auteurs ont exploré les
effets du CU-CPT8m et du CU-CPT9a dans des échantillons humains extraits de divers patients

souffrant de maladies inflammatoires et maladies auto-immunes. Les résultats de cette étude ont
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montré que le traitement avec le CU-CPT9a exerce de puissants effets anti-inflammatoires dans les
¢chantillons des patients atteints d'arthrose, de polyarthrite rhumatoide (RA) et maladie de Still de
l'adulte (AOSD), confirmant ainsi les travaux publiés précédemment qui ont montré que le TLRS
pourrait jouer un réle dans les troubles inflammatoires et les maladies auto-immunes.

En conclusion, le ciblage des récepteurs Toll-like 7 et 8 joue un role remarquable dans la vaccination,
la prévention et le traitement du cancer, les maladies auto-immunes ainsi que dans ’infection par le
virus d’immunodéficience humaine (VIH). Plusieurs équipes de recherche ont développé des ligands
du TLR7 et 8 en vue de trouver des traitements efficaces contre ces maladies. Parmi ces ligands,
certains ont fait I'objet d'une évaluation préclinique et clinique, avec un intérét particulier pour les
agonistes qui pourront servir comme adjuvants dans les infections virales et le cancer, et les

antagonistes pour le traitement des maladies inflammatoires et auto-immunes.
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CHAPITRE III : LES HETEROCYCLES :
IMIDAZO[1,5-a] QUINOXALINES, IMIDAZO(1,2-
a]QUINOXALINES, PYRAZOLO[1,5-¢] QUINOXALINES ET
IMIDAZO[1,2-a]PYRAZINES

Les hétérocycles jouent un réle trés important dans le domaine de la chimie médicinale en raison de
leur large variété d’applications pharmaceutiques, ils servent comme pharmacophore dans la synthese
de plusieurs médicaments. Notre laboratoire travaille, depuis plusieurs années, sur le développement
des structures azotées bi et tricycliques a potentiel thérapeutique. Notre équipe a debuté par la syntheése
des imidazo[1,2-a]pyrazines qui ont montré une activit¢é bronchodilatatrice ainsi qu’une activité
inhibitrice des phosphodiéstérases des nucléotides cycliques [196]. Puis 1’équipe a developpé des
structures tricycliques de type imidazo[ 1,2-a]quinoxaline, imidazo[1,5-a]quinoxaline et pyrazolo[1,5-
a]quinoxaline qui ont montré des activités anti-cancéreuses et anti-inflammatoires importantes [197]
[198] [199] [200]. Dans ce chapitre, nous exposons les différentes stratégies de synthése conduisant a
la construction des structures hétérocycliques mentionnées ci-dessus, ainsi que leurs differentes

applications biologiques.
1. Synthése des composés de type imidazo[1,5-a]quinoxaline

Il existe plusieurs strategies publiées concernant la synthése des imidazo[l,5-a]quinoxalines, ces

dernicres peuvent €tre synthetisées soit a partir du cycle quinoxaline soit a partir du cycle imidazole.
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Figure 41 : Structure générale des imidazo| 1,5-a]quinoxalines

1.1 Synthése a partir du cycle quinoxaline

La synthéese des imidazo[1,5-a]quinoxalines a partir du cycle quinoxaline peut se faire par cyclisation
intramoléculaire ou au travers de différentes condensations intermoléculaires.

Une des méthodes les plus simples pour construire le cycle imidazo[1,5-a]quinoxaline est la formation
de la liaison N(10)-C(1), les stratégies de syntheése correspondant a cette méthode sont simples du
point de vue préparation, et les réactions se déroulent avec des rendements élevés. Dans le schéma
1, le composé 3.1 réagit avec des chlorures d’acyles afin de donner des dérivés acylés 3.2. Ces derniers

sont chauffés pendant 4 heures dans des solutions alcooliques en présence d'hydroxyde de potassium,
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afin de subir une cyclisation intramoléculaire pour donner les imidazo[1,5-a]quinoxalines 3.3 (schéma
1A). Le principal inconvénient de cette méthode est que le composé de départ 3.1 est obtenu en
plusieurs étapes (schéma 1B). La premicre étape consiste en une condensation d’éthynedicarboxylate
de diméthyle avec de l'o-phénylénediamine pour donner le composé 3.4, la réaction de ce dernier avec

le nitrite d'amyle ainsi que la réduction de I’oxime résultant 3.5 conduisent au composé 3.1 [201].
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Schéma 1 : Synthése des imidazo[ 1,5-a]quinoxalines

En 2004, Mamedov et coll. ont developpé une nouvelle procédure pour la construction de
I’imidazo[1,5-a]quinoxalin-4-one (schéma 2) [202]. Le composé 3.6 réagit avec la benzylamine dans
du DMSO a température ambiante pour donner le composé 3.7 qui subit une cyclocondensation
intramoléculaire par chauffage dans du DMSO pendant 2 h ou dans des conditions de thermolyse a
225 + 3 ° C (10 min) pour donner le composé 3.8 (schéma 2A). L'annulation du cycle imidazole du
compos¢ 3.7 se produit évidemment par l'oxydation de ce dernier en imine A qui peut également
exister sous la forme de tautomeéres B et C (schéma 2B). Une attaque nucléophile de I'atome N(4) sur
l'atome de carbone de la fonction imine dans la structure B conduit a la fermeture du cycle imidazole
pour former le systéme dihydroimidazoquinoxaline D, et une oxydation supplémentaire de ce dernier
dans les conditions réactionnelles conduit au composé tricyclique 3.8 (schéma 2B). L'oxygene de l'air
ou le diméthylsulfoxyde (DMSO) peuvent agir comme oxydant dans ce cas. Le composé 3.6 est

synthétisé par condensation du chlorophénylpyruvate de méthyle 3.9, synthétisé par la réaction de
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Darzan a partir du dichloroacétate de méthyle et du benzaldéhyde, avec 'o-phénylénediamine (schéma

20).
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Schéma 2 : Construction de I’imidazo[ 1,5-a]quinoxalin-4-one.

Le composé 3.8 peut aussi &tre synthétisé par la réaction de la cétone hétérocyclique 3.10 avec la
benzylamine en chauffant dans du DMSO (schéma 3A). Au cours de cette réaction, il y a formation de
I’imine A, et le composé 3.8 est obtenu avec le méme mécanisme mentionné dans le schéma 2B.

Le composé 3.10 se forme facilement lors de la thermolyse de l'azide 3.11, synthétisé suite a la
réaction du composé 3.6 avec I’azoture de sodium(NaNj3), dans l'acide acétique bouillant (schéma 3B)

[203] [204] [205].
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Schéma 3 : Construction de I’imidazo[ 1,5-a]quinoxalin-4-one.

Malamas et coll. ont utilisé le composé 3.1 pour la synthése de 1’imidazo[1,5-a]quinoxalin-4-one 3.12
(Schéma 4) via la formation des liaisons N(10)-C(1) et C(1)-N(2). La condensation du composé¢ 3.1
avec l'orthoformiate d’éthyle, l'orthoacétate de triéthyle ou le 2-chloro-1,1,1-triméthoxyéthane en
présence d'acide p-toluénesulfonique (TsOH) pendant 2-3 h au refux conduit aux imidazoquinoxalines

3.12 [206].
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Schéma 4 : Construction de I’imidazo[ 1,5-a]quinoxalin-4-one.

En 2012, Wang et coll. ont utilis¢ une nouvelle méthode pour la synthése des imidazo[l,5-
a]quinoxalines, qui consiste en une cyclisation décarboxylative médiée par 1iode a partir d'un acide o-
aminé et d’un aldéhyde hétérocyclique [207]. Ils ont utilisé le quinoxaline-2-carbaldéhyde 3.14 et le 2-
phénylglycine 3.13 comme produits de départ, 1"ode comme catalyseur, le KHCO; comme base et le

DMA comme solvant, et le mélange est agité a 35 °C pendant 3 heures (schéma 5).
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Schéma 5 : Synthése des imidazo[1,5-a]quinoxalines.
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Par I’intermédiaire de cette méthode, ils ont pu synthétiser une variété d’hétérocycles comme des
imidazo[1,5-a]quinolines, des imidazo[1,5-a|pyridines ainsi que des imidazo[5,1-a]isoquinolines dans
des conditions douces. En se basant sur les résultats expérimentaux obtenus ainsi que sur les données
bibliographiques, les auteurs ont proposé¢ un mécanisme plausible pour la réaction ci-dessus: La
réaction commence a partir de la condensation de la phénylglycine 3.13 avec le quinoxaline-2-
carbaldéhyde 3.14 pour former 'imine I, suivie par une N-iodation pour donner l'intermédiaire II. Ce
dernier subit une voie décarboxylative favorisée par KHCO; pour générer l'intermédiaire Illa. I1la
peut se transformer en IIIb par tautomérisation. Et IIIb peut étre facilement cyclisé a travers une
addition nucléophile intramoléculaire pour donner IV. Finalement, IV perd un acide iodhydrique pour

donner le produit final 3.15 (schéma 6).
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Schéma 6 : Mécanisme général de la cyclisation décarboxylative

Tres récemment, Justyna et coll. ont utilisé la thermolyse éclair sous vide (Flash Vacuum Thermolysis
FVT) pour la synthése d’une grande variété d’hétérocycles y compris les imidazo[1,5-a]pyrimidines,
les imidazo[1,5-a]pyrazines, les imidazo[1,5-a]quinoline, les imidazo[5,1-a]isoquinolines et les
imidazo[ 1,5-a]quinoxalines [208]. La synthése se fait par thermolyse éclair sous vide des imines
hétérocycliques a 800 °C et 850 °C pour les bicycles et a 760 °C pour les tricycles sous une pression de

10" hPa. Le schéma 7A montre la synthése de 1’imidazo[1,5-a]quinoxaline 3.17 par thermolyse éclair
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sous vide de I’imine 3.16. Cette dernicére est synthétisée a partir de 1’aldéhyde 3.18 et de tert-
butylamine (schéma 7B). Le mécanisme de formation du 3.17 est ¢lucidé dans le schéma 7C: le
mécanisme débute par une ¢limination initiale d'un radical méthyle du groupe tert-butyle, ce qui va
donner un radical azaallyle stabilisé par résonance. L'ensemble du processus nécessite 1’élimination
séquentielle de deux radicaux méthyles. Cette réaction est complétement régiosélective, c'est-a-dire
que seulement la cyclisation sur l'atome d'azote cyclique adjacent a la fonction imine a lieu. Le produit
3.17 est obtenu avec un rendement élevé de 75.2%, de plus il y a eu formation de faibles quantités des
produits secondaires comme la cyano-quinoxaline (3.3%), la quinoxaline (19.8%) avec la présence de

1.7% de I’'imine 3.16 (produit de départ).

N
N
) @
N 760 °c 10 hPa
N\k

3.16 3.17 (75.2%)

@N\ J< ta, 24 h ©:N\
+ —_—
NJ\WH H,N N
0 =N

3.18 3.17
N
B 760 °C N
_ ‘—7k

N N
3.16 Y\)

N _CH, N
— L —
NN N™NX
Ve /=
3.17

Schéma 7 : La thermolyse éclair sous vide pour la synthése d’une grande variété d’hétérocycles.

1.2 Syntheése a partir du cycle imidazole

Une des méthodes qui nous permet d’accéder a la série des imidazo[1,5-a]quinoxalines a partir du

cycle imidazole est la formation d’une liaison C(3a)-C(4). Par exemple, la réaction de 1I’acétamide 3.19
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avec 1’oxychlorure de phosphore (POCI;) et le pentoxyde de phosphore (P,Os) a 115 °C conduit a la
construction du cycle imidazo[1,5-a]quinoxaline 3.20 par I’intermédiaire de la cyslisation du Bischler-
Napieralski (schéma 8A). Le composé 3.19 est synthétisé en cinq étapes a partir du 2-fluoro-4-
(trifluoromethyl)aniline 3.21 (schéma 8B) : aprés chloration du composé 3.21, une oxidation de la
fonction amine avec le perborate du sodium (NaBO;.H,0) a lieu. Le composé obtenu 3.23 va se
coupler avec le 4-méthylimidazole en présence de K,CO; pour donner le composé 3.24. Apres
réduction du groupement nitro, le composé 3.25 subit une acétylation afin de donner le composé 3.19.

A
N

-
cl NS ons, POCI,

115°C 16 h f

NH
CFy k¢

3.19 3.20 (60 %)
cl cl N\
Ji:[ Hz NCs, CHSCN NH;  HNO3, CH,Cl, NO, /‘N
FsC F FaC F KyCOs DMF
3.22 323
cl cl =N
/©:N02 Pd/C, HCONH, NH,  AC,0, toluene  C N
4> ;
FsC NNy MeOH F,C NNy NH
3.24 3.25 3.19

Schéma 8 : Synthése des imidazo[1,5-a]quinoxalines a partir du cycle imidazole.

La cyclisation réductive est une méthode largement utilisée dans la littérature pour construire le cycle
imidazo[1,5-a]quinoxaline. Le composé 3.26 est synthétisé par couplage de 1’o-fluoronitrobenzéne
avec le 4,5-diéthoxycarbonylimidazole en présence du K,COs dans du DMF. La cyclisation réductrice

du composé 3.26 conduit a la synthése du composé 3.27 (schéma 9) [209].

N N
~ =
CO,Et
F N KeCOs N% 2= paic N7 ~COEt
H
CO,Et
No2 Et0,C NO, EtoH N"So
COgEt N
3.26 3.27

Schéma 9 : Cyclisation réductrice

Une méthode trés pratique pour la synthése des imidazo[1,5-a]quinoxalines a été développée par De

Moliner et coll.[220]. Cette méthode implique une réaction multicomposants (cyclisation de Van
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Leusen) du N-Boc-o-phénylénediamines 3.28 avec les dérivés de I’acide glyoxylique, comme le
benzylglyoxylamide 3.29, et avec la participation de tosylméthylisocyanures (TsCHR’’NC). La
réaction se fait sous irradiations micro-ondes. La condensation de l'aldéhyde sur le groupe amine libre
du composé 3.28 conduit a Iimine 3.30, qui va étre cyclisé pour donner I’imidazole 3.31. La
déprotection de ce dernier conduit a une autre cyclisation qui se produit spontanément avec la
formation de 1'hétérocycle 3.32 ou sous irradiation micro-ondes dans des conditions acides (schéma

10).

0
R R\ DMF RN
NH \ XX X
AN 2 X N N N
| TN - | 0 7 W e
= = o NHBoc

NHBoc M.O (100 °C, 5-20 min)
3.28 3.29 3.30
Y -
" —_R "
TSCHR'NC, K,CO5 _ 10% TFA, CH,Cly, 20 °C RN/ R
BocHN o
> > |
) N ou NN
M.O (180 °C, 10-20 min) < TN . . N” NH,
\ Hb M.O (60-140 °C, 5-10 min)
Ru /\R’
23] 3.32

Schéma 10 : Construction des imidazo[ 1,5-a]quinoxalin-4-amine

D’autres réactions sont effectuées en utilisant le glyoxylate d’éthyle 3.33 (schéma 11) ou des
phénylglyoxaldéhydes 3.36 (schéma 12) au lieu du benzylglyoxylamide 3.29. Ces réactions se font en
one-pot mais en deux étapes, la cyclisation de l’intermédiare 3.34 conduit aux imidazo[l,5-
a]quinoxalin-4-ones 3.35. La synthése du cycle imidazoquinoxaline par cette méthode est trés efficace
et elle se produit rapidement. Le schéma 13 montre le mécanisme de la réaction multicomposants de
Van Leusen qui conduit a la fomation du cycle imidazole : Il s'agit de la formation d’une base de
Schiff dans la réaction de l'amine avec l'aldéhyde suivie d'une cyclisation initiée par le

tosylméthylisocyanure (TosMIC) [210] [211].

o)
R
R _NH, 0 DMF N NQ&OEt
D Ao
| *EOT N - P
=
NHBoc M.O (100 °C, 5-20 min) NHBoc
3.28 3.33 3.34
_N
TSCHR"NC, K,COs4 R N —R"
> [\
M.O (180 °C, 10-20 min) N0
H

3.35 (30 %- 47 %)

Schéma 11 : Synthese des imidazo[ 1,5-a]quinoxalin-4-ones
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Schéma 12 : Synthese du cycle imidazo[1,5-a]quinoxaline en one-pot.
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base E N -TsH R" N
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R R

Schéma 13 : Mécanisme général de la réaction multicomposants de Van Leusen.

Deux autres méthodes pour la synthése des imidazo[1,5-a]quinoxalines ont été développées dans notre
laboratoire en 2008 [199]. La premiére débute par le traitement de 1’ortho-fluorobenzéne avec
I’imidazole en présence d’excés du carbonate de potassium pour donner le composé 3.38. En vue de
substituer I’imidazole en position 2, une étape de bromation est nécessaire afin d’introduire par
I’intermédiaire du couplage crois¢ de Suzuki-Miyaura des substituants en position 2 (composé 3.40).
Aprés réduction du groupement nitro, la structure tricyclique imidazoquinoxalinique 3.42 est
obtenue apres insertion du carbonyldiimidazole en utilisant le 1,2-dichlorobenzéne comme solvant a

reflux pendant 4 h (schéma 14).
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Schéma 14 : Premiére stratégie de synthése des imidazo[1,5-a]quinoxalines développée dans notre

laboratoire.

-

1,2-dichlorobenzéne

La deuxiéme méthode consiste en une condensation bimoléculaire de 1’acide imidazocarboxylique en

présence de chlorure de thionyle pour donner le composé 3.43. Celui-ci est couplé avec

I’orthofluoroaniline pour donner I’intermediaire 3.44 en présence du bis(triméthylsilyl)amidure de

sodium (NaHMDS). La formation du composé tricyclique 3.45 se fait par une substitution nucléophile

intramoléculaire du fluor du composé 3.44 par le NH de 1’imidazole en présence d’hydrure de sodium

(NaH) et de diméthylacétamide (DMA) comme solvant (schéma 15).

HOOCIN\> __socl, /H)J\ /\ @E H2 @/

“Reflux 181 T\
N et NaHMDS THF, 5 h

O
3.43 3.44

NaH, DMA N 7
Reflux, 48 h
3. 45 (80 %)

Schéma 15 : Deuxiéme stratégie de synthése des imidazo[ 1,5-a]quinoxalines
développée dans notre laboratoire

En 2007, Spatz et coll. ont synthétisé des imidazo[1,5-a]quinoxalines substitués en postion N(5) par

un groupement aminocarbonylméthyle (schéma 16A). Le composé 3.47 est obtenu aussi par

substitution nucléophile intramoléculaire du fluor du composé 3.46 par le NH de I’imidazole en

présence du carbonate de potassium (K,COs) et du diméthylformamide (DMF) comme solvant, sous
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irradiation micro-ondes a 150 °C pour 20 min. Le composé 3.46 est synthétisé par I’intermédiaire de la

réaction multicomposants d’Ugi (schéma 16B) [212].

F o =
2 N _~
R, N)\H/NHR?, K3C0q, DMF /C[
H o © M.O (150 °C, 20 min) R N™ ~O
<\ [ R )\’//O
N 2

N.
Rs
3.47 (37 %-92 %)

F
(SRl VO B B
E N OH Ry ta. 16 h § o
< O
N
N

3.46 (61%-97%)

Schéma 16 : Construction du cycle imidazo[ 1,5-a]quinoxalin-4-one en utilisant la réaction
multicomposant d’Ugi

En 2013, Verma et coll. ont développé une méthode efficace pour la synthése sélective de la forme
réduite 3.49 et oxydée 3.50 des imidazo|[1,5-a]quinoxalines via la réaction modifiée de Pictet-Spengler
de la 2-imidazolylaniline 3.48 avec des arylaldéhydes en présence du benzotriazole (BtH) comme
activateur (schéma 17A) [213]. La réaction se déroule dans des conditions douces et donne les
produits avec des rendements élevés. La réaction a lieu quand le cycle imidazole contient des
substituants donneurs d'électrons en positions 2 et 4. La présence de ces groupements va faciliter la
substitution aromatique €lectrophile de la position 5 de 1'imidazole. La forme réduite de I’imidazo[1,5-
a]quinoxalines 3.49 est obtenue aprés deux heures de réaction, par contre la forme oxydée 3.50 est
obtenue en laissant les réactifs réagir pendant 12 h. Le composé 3.48 est obtenu par couplage de
I’imidazole avec I’o-fluoronitrobenzéne suivi d’une réduction de groupement nitro (schéma 17B). Le
mécanisme suggéré pour cette réaction implique la formation d'un intermédiaire transitoire X en
présence du p-TsOH et du benzotriazole, qui forme l'ion iminium Y par ['élimination facile du
benzotriazole. L'intermédiaire Y subit une cyclisation intramoléculaire et génére un carbocation Z qui
s’aromatise pour fournir la dihydroimidazoquinoxaline 3.49. Cette derni¢re est auto-oxydée en

présence d'air apres 8-10 h et fournit la forme oxydée des imidazoquinoxalines 3.50 (schéma 17C).
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Schéma 17 : La synthese sélective de la forme réduite et oxydée des imidazo[1,5-a]quinoxalines via la
réaction modifiée de Pictet-Spengler

Plus récemment, Zhang et coll. ont synthétis¢ des imidazo[1,5-a]quinoxalines par 1’intermédiaire du
couplage crois¢ déhydrogénatif catalysé par I’iode (I;) en utilisant le DMSO comme solvant et
oxydant en one-pot [214]. Les deux substrats de cette réaction sont le 2-(1H-imidazol-1-yl)aniline 3.52
et la cétone 3.53. Le schéma 18 montre le mécanisme de cette réaction : la réaction de la cétone 3.53
avec [, donne l'a-iodocétone 3.53” et l'acide iodhydrique HI. Ensuite, 1'oxydation de l'a-iodocétone
3.53’ avec du DMSO donne le phénylglyoxal 3.53°”°, libérant ainsi les produits secondaires comme
I’iodure d’hydrogene HI et le diméthylsulfure. Ensuite, la cyclisation catalysée par I, du phénylglyoxal

3.53”” avec le composé 3.52 donne le composé desiré 3.54. Enfin, l'oxydation du produit secondaire
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HI avec du DMSO donne 1’I,, libérant ainsi I’H,O et le diméthylsulfure en complétant ainsi le cycle

catalytique (schéma 18).
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Schéma 18 : Synthése des imidazo[ 1,5-a]quinoxalines par I’intermédiaire du couplage croisé
déhydrogénatif catalysé par 1’iode (I,)

En 2017, la méme équipe a développé une nouvelle méthode pour la synthése des imidazo[1,5-
a]quinoxalines en utilisant le DMSO comme réactif et solvant en méme temps [215]. En faisant réagir
la 2-(1H-imidazol-1-yl)aniline 3.52 avec le DMSO en présence d’acide acétique a 130°C, des

imidazo[ 1,5-a]quinoxalines 3.55 sont obtenues avec de bons rendements (schéma 19).
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Schéma 19 : Synthése des imidazo[1,5-a]quinoxalines en utilisant le DMSO.

2. Synthése des composés de type imidazo[1,2-a]quinoxaline

Comme dans le cas des imidaz[1,5-a]quinoxalines, il existe plusieurs stratégies de synthése pour la
construction du cycle imidazo[1,2-a]quixaline, soit a partir du cycle quinoxaline soit a partir de

I’imidazole.

1 2
9 10/-1—\
9a N /N3
8 :F;,a
—
7 4
5aN
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Figure 42 : Structure générale des imidazo[1,2-a]quinoxalines

2.1 Synthése a partir du cycle quinoxaline

Une grande variété de composés de type imidazo[1,2-a]quinoxaline a été synthétisée au sein de notre
équipe. Cette série a montré des activités anti-cancéreuses et anti-inflammatoires trés intéressantes
[198] [199] [200]. Notre laboratoire a utilisé deux stratégies de syntheése pour la construction du cycle
imidazoquinoxaline a partir du cycle quinoxaline: en 2001, Parra et coll. ont utilis¢ la 2,3-
dichloroquinoxaline 3.56 comme produit de départ pour la synthése des imidazo[1,2-a]quinoxalines
substituées en position 4 (schéma 20A) [197]. La synthése débute par substitution nucléophile du
chlore par I’ammoniaque pour obtenir le composé 3.57. La condensation de ce dernier avec 1’a-
halogéno carbonyle donne la 4-chloroimidazoquinoxaline 3.58. Suite a une substitution nucléophile du
chlore avec des alkylamines (RNH,), des imidazoquinoxalines aminées ont été obtenues. La
substitution du chlore par une alkylamine peut se faire aussi au niveau de la premiére étape (schéma
20B), le composé 3.60 obtenu réagit avec le bromopyruvate d’éthyle afin de donner
I’imidazoquinoxaline 3.61. Une autre statégiec de synthése a été adoptée par notre équipe et qui
consiste en une condensation du composé 3.56 avec un aminoalcool (1-aminopropan-2-ol) suivi d’une
oxydation de I’hydroxyle du composé 3.62 en utilisant le triméthylamine trioxyde de sulfure Me;NSO;
comme oxydant. Le composé 3.63 subit une cyclisation intramoléculaire en présence de 1’anhydride
trifluoroacétique et de I’acide trifluoroacétique en vue d’obtenir le composé tricyclique 3.64 (schéma

20C) [197] [198].
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Schéma 20 : Construction du cycle imidazo[ 1,2-a]quinoxaline.
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En 2004, Liu et coll. ont utilisé la méme stratégie de synthése mentionnée ci-dessus pour la synthése

des imidazo[1,2-a]quinoxalines. La cyclisation intramoléculaire du composé 3.65 en présence de

I’anhydride trifluoroacétique et de ’acide trifluoroacétique conduit au composé 3.66. Ce dernier donne

des imidazoquinoxalines aminés 3.67 en présence d’hexaméthyldisilazane (HMDS) (schéma 21)

[216].
OH
5 b
AN N Mo (CF3CO)20 TFA CL 1
Z N/ICI ©
3.65 3.66

Schéma 21 : Synthése des imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-amine.
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En 2012, Bakherad et coll. ont utilisé le couplage croisé¢ de Sonogashira en vue de synthétiser des
imidazo[1,2-a]quinoxalines substituées en position 1 et 4 [217]. La réaction du composé 3.68 avec les
halogénures d’aryle (ArX) et le carbonate de potassium (K,CO3) dans 1’eau en présence du chlorure de
palladium(PdCl,), de triphénylphosphine (PPh;) et d’iodure de cuivre (Cul) a 70°C, conduit a la
synthése des imidazo[1,2-a]quinoxalines 3.69 (schéma 22A). Le composé 3.68 est synthétisé par le
traitement de la 2,3-dichloroquinoxaline 3.56 avec la propargylamine dans le dioxane a reflux (schéma
22B). Le mécanisme de cette réaction suggéré par les auteurs se fait en deux étapes ; la premicre étape
est le couplage croisé de Sonogashira suivi par une cyclisation intramoléculaire, catalysée par le
palladium, de 1’azote nucléophile sur la triple liaison, et finalement une aromatisation induite par la

base se produit pour donner le produit désiré 3.69 (schéma 22C).
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Schéma 22 : Construction du cycle imidazo[1,2-a]quinoxaline en utilisant le couplage croisé de Sonogashira.
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En 2008, Krasavin et coll. ont décrit une nouvelle procédure pour la synthése du cycle quinoxaline via
la réaction multicomposants (réaction de Groebke-Blackburn) impliquant des 1,2-diamines
aromatiques, des aldéhydes et des isocyanures. La réaction de ces substarts a conduit a des 1,4-
dihydroquinoxalines instables 3.70 (schéma 23). Ces derniers ont été rapidement oxydés avec du DDQ
(2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone) en quinoxalines stables 3.71 (schéma 23). Cette méthode

en deux étapes représente une nouvelle méthode pour la synthése des quinoxalines substituées [218].

NH (0]
: )J\ N®\ R2 DD
* R CH t Ry SCO T
1 Rz
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t.a. 3h
t.a. 18h 370 a. 3.71

'’
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NH‘( N” R,
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Schéma 23 : Synthése du cycle quinoxaline via la réaction multicomposants de Groebke-Blackburn.

La méme équipe a utilisé cette méthode pour la synthése des imidazo[1,2-a]quinoxalines via deux
réactions multicomposants séquentielles [219]. Ils ont utilisé un isocyanure tel que le 1,1,3,4-
tétraméthylbutylisocyanure (reactif de Walborsky), pour construire les quinoxalines 3.71 avec la
méme méthode citée ci-dessus. Le groupement convertible peut &tre elliminé et alors les 2-
aminoquinoxalines résultantes 3.72 ont pu servir comme substrats pour une deuxiéme réaction de
Groebke-Blackburn (schéma 24). Cette derniére conduit a la synthése des imidazo[1,2-a]quinoxalines
substituées 3.73 avec de bons rendements (schéma 24). En 2016, Chen et coll. ont utilis¢ la méme
méthode pour la synthése des imidazo[1,2-a]quinoxalines en vue d’étudier leurs effets inhibiteurs sur

les radicaux et I’oxydation de I’ADN [220].
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Schéma 24 : Synthése du cycle imidazo[1,2-a]quinoxaline via deux réactions multicomposants
séquentielles
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2.2 Synthése a partir du cycle imidazole

Une des méthodes les plus utilisées pour la synthese des imidazo[ 1,2-a]quinoxalines, a partir du cycle
imidazole, est la formation de la liaison C(3a)-C(4). Par exemple, le composé 3.75, obtenu par réaction
du composé 3.74 avec le chlorure d’acétyle, réagit avec 1’oxychlorure de phosphore (POCI;) pour
donner des imidazo[1,2-a]quinoxalines 3.76 substitués en position 4 par l'intermédiaire de la
cyslisation du Bischler-Napieralski (schéma 25) [231] .

= o = =\
N\//N RLCI N

N POCI, NN
- — LI
NH, /I\E N" R
R0
3.74 3.75 3.76 (30%-84%)

Schéma 25 : Synthése du cycle imidazo[1,2-a]quinoxaline via la formation de la liaison C(3a)-C(4).

Une autre méthode pour la synthése de cette série est la formation d’une liaison C(4)-N(5): la
réduction de 1-(2-nitrophenyl)-2-formylimidazoles 3.77 par I’hydrosulfite de sodium (NaHSO;) dans
une solution aqueuse d’ammoniaque, conduit aux produits désirés de type imidazo[1,2-a]quinoxaline
3.78. Ces derniers sont obtenus par cyclisation intramoléculaire des dérivés aminés obtenus suite a la
réduction du groupement nitro (schéma 26A). En 2013, Li et coll. ont utilisé la méme métode pour la
construction du cycle imidazoquinoxaline, mais ils ont utilisé le fer comme agent de réduction du
groupement nitro dans une solution aqueuse d’éthanol et d’acide acétique pendant 4 h (schéma 26B)

[221] [222].
A
\ [\

N\(N NaHSO3, NH;.H,0 N N
» j

CHO —

R NO, R N

3.77 3.78 (73%-93%)
B
=\
~\\ MeO,C NN
MeOzC\©iN\/( Fe, sonication> \©: 1
NOL 2! EtOH-ACOH-H,0 (2:2:1) N O
3.79 3.80 (62%)

Schéma 26 : Synthése du cycle imidazo[1,2-a]quinoxaline via la formation de la liaison C(3a)-C(4).
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La présence d’un groupement éthoxycarbonylvinyle en position 2 du cycle imidazole, proche du
groupement nitro, facilite la cyclisation intramoléculaire. Cette derniere se fait par I'addition
nucléophile de Michael de la fonction amine, générée par la réduction du groupe nitro. Cette réaction
conduit a I'annulation du cycle pyrazine pour donner le tricycle 3.84. L'élimination de 1'acétate d'éthyle
du cation 3.85 contribue a la formation de 1’imidazo[1,2-a]quinoxaline non substituée 3.86 (schéma
27A). Le composé 3.81 est obtenu par la réaction de Horner-Wadsworth-Emmons en utilisant le

phosphonoacétate de triéthyle en présence du NaH (schéma 27B) [223].

@[N N Fe, AcOH / ©:N N
_—> _—>
—
CO,Et

A

EtO \,
3.81 -

- ©)

N_ N H / —H EtOAc N /N
— L 1

N N

H |

0~ “OEt 3.85 HO OEt 3.86 (67%)

R ,\/l//\ N o 0 NaH, THF ©:N %
S ¥ P e > -
| \{ EtO’éE[)J\OEt 0 C, 5h N02

NO, CO,Et

Schéma 27 : Construction du cycle imidazo[ 1,2-a]quinoxaline par cyclisation intramoleculaire.

Comme dans le cas des imidazo[l,5-a]quinoxalines, la construction du cycle imidazo[l,2-
a]quinoxalines peut se faire également par réaction du composé 3.74 avec le carbonyldiimidazole
(CDI) dans le 1,2-dichlorobenzeéne (DCB), a condition que la position 2 de 1’imidazole ne soit pas
substituée (schéma 28) [224].

~\ —\
N
O = O
—_— >
NH, DCB N O
3.74 3.87

Schéma 28 : Construction du cycle imidazo[1,2-a]quinoxaline en utilisant le CDI.

En 2010, Reeves et coll. ont utilisé la réaction d’Ullman pour synthétiser des imidazo[l1,2-
a]quinoxalines. La condensation de I’0-iodoaniline avec le 2-formylimidazole en présence d’iodure de

cuivre (I) comme catalyseur conduit a la construction du cycle imidazo[1,2-a]quinoxaline 3.88
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(schéma 29). Cette méme méthode a été utlisée récemment par Li et coll. afin d’augmenter la diversité

structurale des imidazo[1,2-a]quinoxalines [225].

N-arylation catalysée par le Cu

RN = 10 mol% Cu
I HN N 20 mol% sparteine N 7
©i + j\ j
H KsPOy
NH, 5 ]
NMP, 130 °C

3.88 (51%)

Condensation

Schéma 29 : Synthése des imidazo[1,2-a]quinoxalines par la réaction d’Ullman.

Une autre méthode de synthése a été développée dans notre laboratoire et qui consiste a synthétiser des
imidazo[1,2-a]quinoxalines a partir du cycle imidazole : la condensation bimoléculaire de ’acide
imidazocarboxylique en présence de chlorure de thionyle donne le composé¢ 3.89. Celui-ci est couplé
avec ’orthofluoroaniline pour donner I’intermediaire 3.90 en présence du bis(triméthylsilyl)amidure
de sodium (NaHMDS). La formation du composé tricyclique 3.91 se fait par une substitution
nucléophile intramoléculaire du fluor du composé 3.90 par le NH de I’imidazole en présence

d’hydrure de sodium (NaH) et de diméthylacétamide (DMA) comme solvant (schéma 30) [200].

CL,
F
[NVCOOH SOCl, j)k _~ NHp @/ HN\/\>
N o
H

Reflux, 18 h HN
efiux N NaHMDS THF. 5 h I

3.89 3.90

—/\
N N
NaH, DMA ©: i
Reflux, 48 h N o
H
3.91 (80 %)

Schéma 30 : Stratégie de synthése des imidazo[ 1,2-a]quinoxalines développée au sein
de notre laboratoire.

3. Syntheése des composés de type imidazo[1,2-a]pyrazine

De nombreux travaux publiés ont rapporté la syntheése et les activités biologiques de la série des
imidazo[1,2-a]pyrazines. Ces derniéres peuvent é&tre synthétisées par condensation de la 2-

aminopyrazine avec des composés a-halocarbonyles, ou par des réactions multicomposants de 2-
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aminopyrazine, d’aldéhydes et d’isocyanures impliquant la formation d'une imine intermédiaire suivie
d’une cyclisation. Ci-dessous, nous avons exposé des exemples concernant chaque type de
condensation.

3 2

—

4 1
N/N

5[ :(Sa
6 ~N7 g

Figure 43 : Structure générale des imidazo[1,2-a]pyrazines

N
7

3.1 Condensation de la 2-aminopyrazine avec des composés a-halocarbonyles

Cette méthode de synthése des imidazo[1,2-a]pyrazines est la méthode la plus utilisée dans la
littérature. Par exemple, en 2012, Pastor et coll. ont rapporté la synthése des imidazo[1,2-a]pyrazines
par la bromation du 2-aminopyrazine 3.92 pour obtenir la 2-amino-3,5-dibromopyrazine 3.93, suivie
de l'introduction de la morpholine pour obtenir une pyrazine substituée 3.94. Ensuite, le composé 3.94
est condensé avec la 1,3-dichloroacétone et le bromopyruvate d'éthyle pour donner les imidazo[1,2-

alpyrazines 3.95 et 3.96 respectivement (schéma 31)[226] [227].

O O

(\ Cl Cl
[ j\ Br2 Py J: I Br morphollne Ji I /\[O(\ JIN\ N\)
H, CHCI; Br lsopropanol Br N
3.92 3.93

(IPA) -
3.94 \\J&u

0 ﬁo
Br/\[HJ\OCzHg) iN\ N

(@)
—— > 5 NNy

1,2-diméthoxyéthane —
OC,H5
(@)

3.96 (35%)

Schéma 31 : Construction du cycle imidazo[ 1,2-a]pyrazine par condensation de la pyrazine avec la 1,3-
dichloroacétone et le bromopyruvate d'éthyle.

L'iodation de la 2-amino-3-chloropyrazine 3.97 avec le N-iodosuccinimide et 1'acide trifluoroacétique
a produit le composé¢ 3.98, qui va réagir avec le bromopyruvate d'éthyle dans l'isopropanol (IPA) pour

donner I’imidazo[1,2-a]pyrazine désirée 3.99 (schéma 32) [228].
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Schéma 32 : Synthése des imidazo[1,2-a]pyrazines par condensation de la pyrazine avec le
bromopyruvate d'éthyle.

Par la suite, la méme équipe a utilisé des benzotriazoles substitués pour obtenir une substitution en
position 3 de l'imidazo[1,2-a]pyrazine. La 3-morpholinyl pyrazine 3.100 (obtenu par couplage croisé
de Suzuki-Miyaura du composé 3.94) et le composé 3.101 (formée par la condensation du glyoxal, du
benzotriazole et de I'amine dans 1'é¢thanol) ont été cyclisés en utilisant le dichloroéthane (DCE) en vue

de donner le composé 3.102 (schéma 33) [229].
Ry

N
; -

N _O N _EOH
N+ J/ + [ j >_<
©:r\i’ 07 N
R4

o
/[N\:[N\) ArB(OH), 3101 JI A
Br N7 NH, 12 DME Ji I DCE Ar N™N
3.94 3.100 @

3.102 (15%-30%)

Schéma 33 : Synthése du cycle imidazo[ 1,2-a]pyrazine substitué.

En 2012, Andrews et coll. ont synthétisé la 5,8-dibromoimidazo[l,2-a]pyrazine 3.109 par
estérification de I’acide 3-aminopyrazine-2-carboxylique avec le méthanol dans 1’acide sulfurique
pour obtenir I’ester 3.104. Ce dernier va subir une bromation en position 6 en utilisant 1’acide
bromhydrique (HBr) et I’acide acétique pour donner le composé 3.105. La bromation en position 3 se
fait par I’intermédiaire de la réaction de Sandmeyer pour donner le composé 3.106. Celui-ci est
hydrolysé en présence d’hydroxyde de lithium (LiOH) dans du méthanol pour obtenir le composé
3.107, suivi d'un réarrangement de Curtius pour donner le compos¢ 3.108. La condensation de ce

dernier avec le bromoacétaldehyde donne le produit bicyclique désiré 3.109 (schéma 34) [230].
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Br
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3.107 3.108 3.109 (65%)
Schéma 34 : Stratégie de synthese du 5,8-dibromoimidazo[ 1,2-a]pyrazine.

Le synthese de la 6,8-dibromoimidazo[1,2-a]pyrazine 3.111 est largement décrite dans la littérature.
Elle est synthétisée par cyclisation de la 2-amino-3,5-dibromopyrazine 3.110 avec le
bromoacétaldéhyde diéthyl acétal en présence d’HBr dans I’isopropanol ou en présence de

chloroacétaldéhyde dans I’isopropanol (schéma 35) [231].

Brj\
P O/\

0
HBr/H,0
Bro_N_Br NaHCO4/IPA Br Ny Br
X - [ 1
N">NH, ou H NN
Cl
3.110 /\g \=/
3.111 (78%)
IPA

Schéma 35 : Stratégie de synthése du 5,8-dibromoimidazo[ 1,2-a]pyrazine.

La méme stratégie de synthése citée ci-dessus a été utilisée par Goodacre et coll. pour obtenir la 8-
chloroimidazo[ 1,2-a]pyrazine 3.113 par cyclisation de la 2-amino-3-chloropyrazine 3.112 avec le le 2-
bromo-1,1-diéthoxyéthane en présence d’HBr dans 1’isopropanol avec un rendement de 65%. Par
contre, un rendement plus élevé du composé 3.113 est obtenu en utilisant le chloroacétaldéhyde
(schéma 36A)[232]. En vue d’obtenir des substituants en position 2, Du et coll. ont reporté que la
cyclisation du composé 3.112 avec la 1-bromobutan-2-one dans le butanol, conduit a 1’obtention de la
8-chloro-2-ethyl imidazo[1,2-a]pyrazine 3.113 (schéma 36B) [233] . De plus, Meng et coll. ont
synthétisé aussi des imidazo[1,2-a|pyrazines substituées en position 2 par des groupements aryles : la
cyclisation du composé 3.112 avec différentes a-bromométhylphényl cétones dans le diméthoxyéthane

(DME) a reflux, conduit aux imidazo[1,2-a]pyrazines 3.115 (schéma 36C) [234].
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Schéma 36 : Stratégie de synthese du 5,8-dibromoimidazo[ 1,2-a]pyrazine.

En 2014, Bartolomé-Nebreda et coll. ont synthetisé une grande variéte d'imidazo[l,2-a]pyrazines
substituées, a partir du composé 3.112, qui va subir une condensation avec différents composés a-
halocarbonyles, comme le bromoacétaldéhyde diéthylacétal, la chloroacétone, la 1-bromo-2-butanone,
la 2-bromo-1-cyclopropyléthanone, 1’éthylbromopyruvate et la 1-chloro-3,3,3-trifluoroacétone, pour
obtenir les composés 3.113, 3.116, 3.114, 3.117, 3.118 et 3.119 respectivement, avec des rendements
de 35% a 100%. Apres reaction du composé 3.112 avec la morpholine, une condensation avec l'acide
bromoacétique a eu lieu pour donner la 2-méthoxyimidazo[1, 2-a]pyrazine 3.121 avec un rendement

de 77% (schema 37)[232].
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Schéma 37 : Synthése d’une grande variété des imidazo[ 1,2-a]pyrazines substitués.

3.2 Synthése des imidazo[1,2-a]pyrazines par réaction multicomposants : Réaction d’Ugi

De nombreux travaux publiés rapportent la synthése des imidazo[1,2-a]pyrazines par I’intermédiaire
de réactions multi-composants. Ces derniéres offrent la possibilité d'introduire, en une seule étape, une
grande variété de substituants chimiques.

En 2009, Guchbhait et coll. ont rapporté une nouvelle stratégie de synthése des imidazo[1,2-a]pyrazines
en utilisant la réaction multicomposants d’Ugi [235]. La réaction multicomposants du 2-
aminopyrazine, avec le p-chlorobenzaldéhyde et le tert-butylisocyanure catalysée par le chlorure de
zirconium(IV) (10 mol%) dans du PEG-400 a 50 °C a donné le composé 3.122 avec un rendement de
90%. Cette méthode a été modifiée en utilisant le chauffage micro-onde et le composé 3.122 est

obtenu dans un temps de réaction trés court avec un rendement de 94% (schéma 38).
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Schéma 38 : Une nouvelle stratégie de syntheése des imidazo[1,2-a]pyrazines en utilisant la réaction
multicomposants d’Ugi.

En 2010, la méme équipe a développé une synthése assistée par micro-ondes d'imidazo[l,2-
alpyrazines en utilisant les mémes réactifs ci-dessus dans du n-butanol (»-BuOH). L’élimination du
tert-butylisocyanure peut se faire par ’utilisation d’un acide comme 1’acide tetrafluoroborique (HBF,)
en vue d’obtenir des imidazo[1,2-a]pyrazines avec un groupement amine primaire (NH;) en position 3

(composé 3.123, schéma 39) [236].

N

CHO
N 1) ZrCl, (10 mol%), n-BuOH, [ \l
M.O 140 °C, 7 mi N
ML) e Ty
~
N” >NH, 2) HBF,, M.O 160 °C, 20 min HoN

OCH,

OCH,
3.123 (95 %)

Schéma 39 : Synthese assistée par micro-ondes d'imidazo[1,2-a]pyrazines.

Vu le succes de la synthése des 2-aryl-3-amino-imidazo[1,2-a]pyrazines en présence de ZrCly,
diverses imidazo[ 1,2-a]pyrazines 3.124 ont été synthétisées, en faisant réagir la 2-aminopyrazine avec
divers aldéhydes et isocyanures en présence de ZrCl, (10 mol%) dans du PEG-400 a 50 ° C (méthode
A) ou a 140 ° C en utilisant le chauffage micro-ondes (méthode B) ou en utilisant les conditions

décrites dans la methode C (schéma 40) [237].
ZrCly (10 mol%), PEG-400

CHO
N
X
(e [0+ -
N NH, g
A

méthode A : chauffage a 50 °C

méthode B : M.O 140 °C, 7 min N™ SN
HN
méthode C F\{ 7\
1) ZrCl, (10 mol%), n-BuOH, 2 — Ry

M.O 140 °C, 7 min

2) HBF,4, M.O 160 °C, 20 min

Schéma 40 : Différentes stratégies de synthése d’imidazo[1,2-a]pyrazines substitués sur le cycle
d’imidazole.
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La réaction multicomposants d’Ugi de la 2-aminopyrazine avec différents aldéhydes dans 1'éthanol a
permis la formation d’un intermédiaire imine 3.125, qui va agir ensuite avec le
trimethylsilylisocyanure (TMSCN) dans I'eau en présence d’un activateur du TMSCN pour donner le
compos¢ 3.126. Les conditions de réaction ont été optimisées en utilisant différents activateurs de
TMSCN, comme le 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane (DABCO), le fluorure de potassium (KF) et le
triflate de scandium (Sc(OTf);). L'utilisation de l'activateur KF dans I'eau a favorisé la formation du
produit désiré. L’avantage d’utilisation du TMSCN est I’obtention directe des composés substitués en

position 3 avec un groupement NH, sans utlisation d’un acide [238].

N

[Nj\ . poCHO _EOH [ l TMSCN KF | \l
1

N >NH, NNy

80°C,4h

—

R1 HaN R,
3.125 3.126 (40-95%)

Schéma 41 : Construction du cycle imidazo[1,2-a]pyrazine via la réaction multicomposants d’Ugi.

En 2013, Guchbhait et coll. ont synthetis¢ des isocyanures en vue de les utiliser comme substrats pour
les réactions multicomposants. La phényléthylamine a subi une formylation en utilisant l'acide
formique a 80 °C pour obtenir le formamide 3.127 puis une déshydratation in situ en utilisant du p-
TsCl et du DABCO permet d’obtenir 1'isocyanure 3.128. La réaction multi-composants de Groebke-
Blackburn de 3.128 avec la 2-aminopyrazine et différents aldéhydes a donné des imidazo[1,2-

alpyrazines 3.129 disubstituées avec des rendements de 60% a 70% (schéma 42) [239].

HCOOH p-TsCl, DABCO
NHCHO
CeHs AN 3 CHyT > CeHs/\/NC
80°C, 1h Nz, 0 °C-ta., 3-4 h
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N
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CHO NN

HN
CsHs_/_

Ri
3.129 (60-70%)

Schéma 42 : Synthése d’imida[1,2-a]pyrazines via la réaction multi-composants de Groebke-
Blackburn.
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La synthése des 3-amino-8-chloroimidazo[l,2-a]pyrazines substituées 3.130-a et des 3-
aminoimidazo[1,2-a|pyrazines substituées 3.130-b a été également rapportée par Guasconi et coll. Ces
deux composés sont synthétisés par une réaction multicomposants de Groebke-Blackburn en utilisant
la 2-amino-3-chloropyrazine et la 2-aminopyrazine avec des aldéhydes et du tert-butylisocyanure,
respectivement, dans l'acétonitrile a reflux en présence du chlorure de triméthylsilyle TMSCI (schéma

43) [240].

Ny ® CHO TMSCI N X
[ /I + RY + 'BUNC - \:(
N "NH, CH5CN NN
HN R,
By
3.130-a X = Cl
3.131-b X = H

Schéma 43 : Synthése des 3-aminoimidazo[1,2-a]pyrazines via la réaction multicomposants de
Groebke-Blackburn

D’autres stratégies de syntheése sont également utilisées pour la synthese des imidazo[1,2-a]pyrazines.
Par exemple, en 2005, Demirayak et coll. ont synthétisé une série d'imidazo[l,2-a]pyrazines
substituées en position 6 et 8. L’aryloyl imidazole 3.131 réagit avec la 2-bromoacétophénone 3.132
dans 1'acétone en présence de K,CO; afin d’obtenir le composé 3.133. La cyclisation de ce dernier en
présence d'acétate d'ammonium et d'acide acétique donne I’'imidazo[1,2-a]pyrazine 3.134 (schéma 44)
[241].

Rq

R1 R2 R1

KoCO3 N= CH3COONH, [
+ — > N — \
N acétone WRZ CH3COOH N™ N
W ° =
\_NH o
Br
3.131 3.132 3.133 3.134 (85%-95%)

Schéma 44 : Synthése des imidazo[ 1,2-a]pyrazines substitués en position 6 et 8.

En 2013, Gao et coll. ont développé une synthése tres efficace de 2-haloimidazo[1,2-a]pyrazine 3.135
par cyclisation oxydante catalysée par le cuivre de 2-aminopyrazine avec de 1'hexyl bromoalcyne en
utilisant 1'oxygeéne moléculaire et le triflate de cuivre (II) Cu(OTf), (20 mol%) dans I'acétonitrile

(schéma 45) [242].
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Schéma 45 : Synthése de 2-haloimidazo[1,2-a]pyrazine par cyclisation oxydante catalysée par le
cuivre.

4. Syntheése des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines

Peu des travaux publiés concernent le développement des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines. En 2007, Spatz
et coll. ont utilisé la réaction multicomposants d’Ugi suivie d’une substitution nucléophile aromatique
en vue d’obtenir ce type des composés (schéma 46). La réaction d’Ugi est initiée par condensation de
I’amine 3.136 avec 1’aldéhyde 3.137 conduisant a un intermédiaire imine, qui va réagir avec 1’acide
carboxylique 3.138 et I’isocyanure 3.139 pour donner le produit 3.140 en utilisant le trifluoroéthanol
(TFE) comme solvant. Le composé 3.140 subit une cyclisation intramoléculaire en présence d’une

base (K,CO;) dans du DMF [212].

R, MNTT Rzrfg e
0o o — o
OH N © N O
R NH, O TFE F. Ry KCO;  —
R
\E:[ * R)J\H + ~ NH + R3/NC —> //NH —> =~ /N !
F 2 =N ta. =N DMF N
3.136 3.137 3.138 3.139 3140  M.O 150 °C,20-40 min _ 3.141

(37%-89%)

Schéma 46 : Synthese des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines par la réaction d’Ugi.

En 2009, Sarodnick et coll. ont utilisé une nouvelle stratégie de synthése pour le développement des
pyrazolo[1,5-a]quinoxalines : la synthése débute par une substitution nucléophile du brome du
composé 3.142 par I’oxygéne du groupement hydroxyle du composé 3.143 afin d’obtenir le composé
3.144. Ce dernier réagit avec 1’hydroxylamine pour donner les oximes 3.145. Le traitement des oximes
3.145 avec un excés d'anhydride acétique en présence d'acétate de sodium a haute température a donné
directement les pyrazolo[1,5-a]quinoxalines 3.146 avec des rendements modérés (schéma 47A). Le
mécanisme de formation du composé 3.146 est decrit dans le schéma 47B : la premicre étape consiste
en une acétylation en O-acétyloximes 3.147 en présence d'anhydride acétique. Puis une attaque
nucléophile de 'azote de la quinoxaline avec clivage de la liaison C-O a lieu, cette transformation est
un réarrangement [3,5]-sigmatropique, rarement décrit dans la littérature. Les énamines résultantes
3.148 subissent des additions de Michael vinyliques intramoléculaires sur 1'énone activée, régénérant
le phénolate aromatique 3.149. Enfin, la tautomérisation et 1'é¢limination de 1'acide acétique donnent les

phénols 3.150 [243].
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Schéma 47 : Nouvelle stratégie de synthése des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines.

En 2010, Reeves et coll. ont utilisé la réaction d’Ullman pour synthétiser des pyrazolo[1,5-

a]quinoxalines. La condensation de 1’o-iodoaniline avec le 2-formylpyrazole en présence de 1’iodure

de cuivre (I) comme catalyseur conduit a la construction du cycle pyrazolo[1,5-a]quinoxaline 3.151

(schéma 48) [225].
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N-arylation catalysée par le Cu

N\ NE 10 mol% Cu N=

I HN Y 20 mol% sparteine N/
©j + > P

NH2 O H K3PO4 N

\\_/ NMP, 130 °C 3.151 (83%)

Condensation

Schéma 48 : Réaction d’Ullman pour la synthése des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines.

Tres récemment, Wiethan et coll. ont utilisé la méthode décrite dans le schéma 49 pour la synthése des
pyrazolo[1,5-a]quinoxalines en one-pot: Le composé 3.153 est préparé par cyclocondensation de la
1,1,1-trichloro-4-méthoxy-alcén-2-one 3.152 et de (2-chlorophényl)hydrazines. La bromation du
composé 3.153 avec le NBS conduit au 4-bromopyrazoles 3.154. La réaction des composés 3.153 ou
3.154 avec une amine primaire (R,-NH,) conduit au produit désiré 3.155 (schéma 49A). Le
mécanisme de cette réaction se fait en deux étapes : la premicre étape consiste en une formation d'un
intermédiaire amide, suivie d'une substitution nucléophile aromatique intramoléculaire (schéma 49B)

[244].

Br R1
\
A EtO | '\ EO R
N N,N
(@]
(0] )O\Me NHNH, EtOH cl NBS, DMF 0 o
ClhC” ™ Ry * — PP
CI 78 OC, 24h 80 C,2h
3.152 3.153 3.154
R, R1
Etow/l_\il
N’ NaO'Bu
o Cl + RS/NH2 ]
toluéne, 110 °C, 20 h
3.153 . .
3.154 3.155 (15%-79%)
B =
Rs/NHZ R1
R2 R1 R2 N
| °N
\ ,
IE(/)W/&_KN NaO'Bu o N @ NaCl
N —_— @\y Na
0o cl  -EtOH R3/(N;|
~/
3.153 3.155

3.154

Schéma 49 : Nouvelle stratégie de synthése des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines en one-pot.
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Une nouvelle méthode de synthése des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines a été développée dans notre
laboratoire: la condensation bimoléculaire de I’acide pyrazolocarboxylique (substitue par un isobutyle
en position 3) en présence de chlorure de thionyle donne le composé 3.156. Celui-ci est couplé avec
I’orthofluoroaniline pour donner I’intermediaire 3.157 en présence du bis(triméthylsilyl)amidure de
sodium (NaHMDS). La formation du composé tricyclique 3.158 se fait par une substitution
nucléophile intramoléculaire de I’atome de fluor du composé 3.157 par le NH de I’imidazole en
présence d’hydrure de sodium (NaH) et de diméthylacétamide (DMA) comme solvant (schéma 50)
[199].

F
=N, F
NH
__NH socl, 2 @/ HN-N
toon Reflux, 18 h NaHMDS, THF, 5 h HNM
o!
3.157
Il\l,
NaH, DMA ©:N Y
— >
Reflux, 10 h H 0

3.158 (80%)

Schéma 50 : Nouvelle stratégie de synthése des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines en one-pot.

5. Activités biologiques

Les imidazo[1,5-a]quinoxalines, les imidazo[1,2-a]quinoxalines ainsi que les imidazo[1,2-a]pyrazines
possédent de nombreuses activités biologiques comme des activités anti-cancéreuses, des activités
inhibitrices de kinases et de phosphodiésterases ainsi que des activités anti-microbiennes et anti-
fongiques. De plus, la série des imidazo[l,2-a]quinoxalines a montré, récemment, une activité
agoniste du TLRS&. Par contre, la série des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines a montré une activité
inhibitrice de I’integrase du VIH [245], une activité sur le récepteur des benzodiazépines [246] ainsi
qu’une activité anti-tumorale [199]. Dans cette partie, nous avons expos¢ les activités biologiques,

pour ces quatre séries chimiques, obtenues au sein de notre laboratoire.

v' Activité inhibitrice des phosphodiésterases (PDE)
Une série d’imidazo[1,2-a]pyrazines synthétisées au sein de notre laboratoire a montré une activité
inhibitrice de la phosphodiésterase type IV, le plus puissant était le composé 3.159 avec un

groupement méthoxyméthyle en position 3. L'activité inhibitrice contre la phosphodiesterase type 111
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dépend fortement de la nature de la substitution en position 2 ou 3. Seuls les composés 3.160 et
SCA40, avec un groupement cyano en position 2 ont montré une activité inhibitrice contre la

phosphodiésterase type III (figure 44) [196].

NN Z’:\N N_ N
Br N/ NH— Br”™ "N” "NH, Br™ N~ 'NH—
3.159 (-log ICsq = 6.43 : PDEIV) 3.160 SCA40
(-log IC50=5.83 : (-log IC50 = 5.55:
PDEIV et 6.05 : PDEIII) PDEIV et 7.64 : PDEII)

Figure 44 : Imidazo[1,2-a]pyrazines et leur activité inhibitrice PDEIV.

De méme, des imidazo[1,2-a]quinoxalines ont été testées pour leur activité inhibitrice PDEIIIl et
PDEIV et ont montré des ICs, de 1’ordre des micromolaires (composés 3.161, 3.162, 3.163, figure 45)
[198][197].

ﬁ<CN BFH
N_ N NN
Q@ X
N~ “NH— N~ “~OCH,
3.161 3.162 (-log IC5, = 6.19 : PDEIV)

(-logICgy=5.08:
PDEIV et 5.22 : PDEIII)

L AL

3.163 (ICs, = 0.20 M : PDEIV) 3.163 (ICs, = 2.00 uM : PDEIV)

Figure 45 : Imidazo[1,2-a]quinoxalines et leur activité inhibitrice PDEIV et PDEIII.

v' Activites anti-cancéreuses
En 2008, une grande diversité d’imidazo[l,2-a]quinoxalines, imidazo[l,5-a]quinoxalines et
pyrazolo[1,5-a]quinoxalines a été synthetisée et évaluée contre des lignées cellulaires cancéreuses
humaines du mélanome (A375, M4Be, RPMI-7591), du colon (LS174T), du sein (MCF7) et du
lymphome (Raji). Les composés EAPB0103, EAPB0201, EAPB0202 ¢t EAPB0203 ont montré des
activités significatives in vitro contre la lignee A375 par rapport a la fotémustine et a l'imiquimod

utilisés comme références (figure 46). Ces composés €taient 6 a 110 plus actifs que la fotémustine et 2
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a 45 fois plus actifs que 1'imiquimod. EAPB0203 portant un groupement phénéthyle en position 1 et

une méthylamine en position 4 était le composé le plus actif. EAPB0203 a également montré une

activité cytotoxique plus puissante que l'imiquimod et la fotémustine dans les lignées cellulaires M4Be

et RPMI-7591 et une activité cytotoxique intéressante dans d'autres lignées cellulaires tumorales

testées. La pyrazolo[1,5-a]quinoxaline 3.164 a montré une activité similaire a celle de I'imiquimod

(figure 46) [199].

Figure 46 : L activité anticancéreuse de la série imidazo[ 1,2-a]quinoxaline et

N Cl
EAPB0201 EAPB0202 EAPB0203
ICsp = 24.0 uM IC50=5.13 uM IC50 = 1.57 uM

pu—

NN
L
N NH—
3164 EAPB0103
|C50 =78.6 UM |C50 =31.6 |JM

pyrazolo[1,5-a]quinoxaline.

L'EAPBO0503 est encore plus actif contre le mélanome : son activité est 7 a 9 fois plus importante que

celle de PEAPB0203. Le métabolisme et la pharmacocinétique de ces produits ont été étudiés. Pour le

compos¢ EAPBO0503 et son métabolite EAPB0603, des protocoles pour leur quantification dans le

plasma humain et chez le rat ont ét¢ développés (figure 47). Récemment, EAPB0503 a montré¢ sa

capacité d’inhiber la croissance et induire 1'apoptose dans les cellules leucémiques myéloides

chroniques et aigu€ [200] [247] [248] [249].
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EAPB0503 EAPB0603
ICs0 = 0.20 uM ICs0 = 0.56 uM

Figure 427 : Structure chimique des deux composés les plus actifs : EAPB0203 et EAPB0503.

v Activités inhibitrices des IKKs (IKB kinases)
Récemment une série d’imidazo[1,2-a]quinoxalines a été synthétisée et testée pour son activité
inhibitrice des kinases IKK1 et IKK2. Tous les composés synthétisés ont présenté une activité
inhibitrice sélective de ’IKK?2. La bromoimidazoquinoxaline 3.165 est le produit le plus actif avec une
ICsy (324+48 nM) deux fois plus puissante que la référence BMS-345541 (ICsy = 644+97 nM) (figure
48) [250].
Br

}:\

N /N
TIrx
N NH—
3.165
ICsq = 324 nM (IKK2)

Figure 48 : Structure chimique de la bromoimidazoquinoxaline 3.165.

En conclusion, I'importance de ces quatre séries chimiques est traduite par leurs diverses activités
biologiques. Le développement et I’introduction de nouveaux substituants sur le cycle a cinq sommets

ou sur les cycles quinoxaline ou pyrazine permettent I’exploration de nouvelles activités biologiques.
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CHAPITRE 1V : LES REACTIONS DE COUPLAGE CROISEE
PALLADO-CATALYSEES

1. Introduction

Au cours de la seconde moiti¢ du 20°™ siécle, les métaux de transition ont joué un réle important dans
la chimie organique, ce qui a conduit au développement d'un grand nombre de réactions catalysées par
des métaux de transition pour créer des molécules organiques. Les métaux de transition ont une
capacité d’activer divers composés organiques et, grace a cette activation, ils peuvent catalyser la
formation de nouvelles liaisons. Un métal largement utilis€ pour les transformations organiques
catalytiques est le palladium, découvert en 1805 par Wollaston [251]. L’ importance du palladium dans
la synthése organique a été mise en évidence suite a 1’observation fructueuse de Walter Hafner en
1959 qui consiste en une oxydation de 1'éthyléne en acétaldéhyde en présence d'air et du palladium sur
charbon (schéma 51) [252]. Par la suite, cette réaction est connue par le procédé Wacker

industriellement important.

PdCl, o)
CuCl
HCI/H,0

Schéma 51 : Procédé Wacker

Au cours de ces efforts, Hafner était le premier a isoler et a caractériser un complexe m-allyle

Oéme

palladium, et sa recherche était ['une des plus importantes découvertes du 2 siecle dans le domaine
de la chimie organique. Ensuite la chimie de ces complexes a été bien développée, débutant par les
observations de Tsuji en 1965 selon lesquelles des nucléophiles réagissent avec des complexes m-allyle
palladium [253] [254]. Cette réaction de Tsuji-Trost consiste en une réaction de substitution catalysée
par le palladium impliquant un substrat contenant un groupement partant en position allylique. Le
catalyseur de palladium se coordonne d'abord avec le groupement allyle, puis subit une addition
oxydante, formant le complexe m-allyle. Ce complexe allylique peut alors étre attaqué par un

nucléophile, aboutissant au produit substitué (schéma 52).

Catalyseur Pd Nu
R/\/\X - \//‘\@ N R/\/\Nu
[
X

Schéma 52 : Réaction de Tsuji-Trost
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Par la suite, de nombreux développements intéressants sont mis en évidence dans le domaine de
couplage croisé pallado-catalysé.

En 1968, Heck a rapport¢ dans une série d'articles que des halogénures de méthyl et de
phénylpalladium générés in situ (RPdX; R = Me ou Ph; X = halogeéne) sont ajoutés aux alceénes a
température ambiante [255] [256]. L'addition de chlorure de phénylpalladium (PhPdCI) a I'éthyléne
suivie de 1'¢limination du palladium a donné le styréne (schéma 53). Cette réaction est devenue 1'une
des réactions les plus importantes pour 1’établissement d’une liaison simple carbone-carbone. Le
compos¢ organopalladium, RPdX (R = aryle ou alkyle), est obtenu a partir dun composé

organomercurique, RHgX, et d'un sel de palladium (II).

Beta-élimination
d'hydrure P -HCI
RPACI + H,C=CH, ————— Hz,C—ng > R™ + HPdCl ——— > Pd(0)
R

Schéma 53 : Réaction de Heck en 1965

En 1972, Heck a fait une modification importante de sa réaction en augmentant son utilité synthétique.
Dans cette nouvelle version, le complexe organopalladium RPdX est généré a partir d'un
organohalogénure (RX) et du palladium Pd(0) par I’intermédiaire d’une addition oxydante [257]. Cette
derniére a été rapportée par Fitton qui, en 1968, a trouvé que les halogénures d'aryle réagissent avec le
Pd(0) pour donner des halogénures d'arylpalladium [258] [259]. Ainsi, avec cette nouvelle
modification, une arylation d'alcéne est obtenue a partir de la réaction d'un halogénure d'aryle et d'un
alcéne en présence du palladium. Le mécanisme de la réaction de Heck est montré dans le schéma 54.

La réaction commence par une addition oxydante de I'organohalogénure RX sur le palladium au degré
d’oxydation 0. Dans cette réaction, I'état d'oxydation du palladium change du Pd(0) en Pd(Il) avec la
formation d'un composé organopalladium RPdX. Dans ce processus, une nouvelle liaison palladium-
carbone est formée. Dans ['étape suivante, l'alcéne se coordonne au palladium, et l'alcene et le
groupement R sont assemblés sur le métal et peuvent réagir I'un avec 'autre. Dans 1'étape suivante, le
groupement R sur le palladium migre vers I'un des carbones de 1'alcéne coordonné et le palladium se
déplace vers l'autre carbone de 1'alcéne. Ce processus est appelé une insertion migratoire et génére la
liaison carbone-carbone. Enfin, la libération du groupement organique se produit par une B-élimination
d’hydrure pour former ’alcéne correspondant suivie d’une élimination réductrice en présence d’une

base, pour régénérer le palladium initial au degré d’oxydation 0.
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R'\ ,H Catalyseur Pd R H
RX + /C:C\ » >:< + HX
H H H R
R = aryle, vinyle, alkyle
X = halogénure, triflate...
RX
-HX
L,Pd(0)
/\ Addition oxydante
_R
LnPd(I)__
Rl H X /R
>:< LnPd(Il)
X
H R
Beta-élimination R\, H
d'hydrure C=C
X H H H

N

Insertion migratoire

| R' L
L,Pd | H__R
H Pd— ||
R |
r H TH

Schéma 54 : Le mécanisme de la réaction de Heck

Apres la réaction de Heck, plusieurs réactions de couplage croisé ont été développées en utilisant
comme espéce électrophile, un halogénure ou un pseudohalogénure (triflate, mésylate, tosylate) R;-X
et un réactif organométallique R,-M, le métal M peut étre le magnésium Mg, I’aluminium Al, le
zirconium Zr, le zinc Zn, 1’étain Sn, le bore B et le silicon Si. Ces réactions sont catalysées le plus
souvent par le palladium Pd ou le nickel Ni.

En 1972, Kumada et coll. ont décrit la réaction d'un réactif de Grignard, le bromure de
phénylmagnésium, avec un chlorure d'aryle ou de vinyle, catalysée par le chlorure de nickel avec deux
ligands 1,2-bis(diphénylphosphino)éthane dppe (NiCl,(dppe),), conduisant a la formation du styréne
(schema 55) [260].

=
MgBr
NiCl,y(dppe),
+ o >
Et,O, rt, 24 h

Schéma 55 : Réaction de Kumada

Dans la méme année, Corriu et coll. en faisant réagir le P-bromostyréne avec le bromure de
phénylmagnésium dans le diéthyléther avec l'acétylacétonate de nickel (II) comme catalyseur, ils ont

obtenu le trans-stilbéne avec un rendement de 70% (schéma 56) [261].
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=

Ni(acac), O
4>
Etzo, rt

MgBr

Schéma 56 : Réaction de Corriu

Le palladium est introduit dans ce type de couplage en 1975 par Murahashi lorsque le
tétrakis(triphénylphosphine)palladium(0) est décrit comme catalyseur de la réaction du Z-
bromostyréne avec l'iodure de méthylmagnésium pour donner le Z-propenylbenzéne (schéma 57)

[262].

H H Pd(PPhs), H
>:< + CHzMgl ———— >—<
Ph  Br CHs

Schéma 57 : Réaction de Murahashi

Les réactifs de Grignard, RMgX qui sont utilisés dans la réaction de Kumada-Corriu sont tres réactives
et par conséquent, ne tolérent pas certains groupes fonctionnels. L'utilisation alors de ces réactifs dans
les réactions de couplage croisé est peu souhaitable. En 1976, Negishi a lancé une série d'études pour
explorer d’autres espeéces organométalliques qui peuvent étre utilisées dans les couplages croisé
catalysés par le palladium avec des organohalogénures. Dans les premiéres études, Negishi a utilisé
des composés d'organozirconium ou d'organoaluminium comme partenaires de couplage. Les résultats
positifs obtenus grace a ces études l'ont incité a essayer des especes organométalliques encore moins
réactives[263]. En 1977, Negishi a introduit des composés organozinciques comme partenaires de
couplage nucléophiles dans le couplage croisé catalysé par le palladium (schéma 58)[264] [265]. Les
composés organozinciques ont donné des rendements supérieurs a ceux d'autres composés
organométalliques et leur utilisation a permis la présence d’une grande variét¢ de groupements
fonctionnels. Cette nouvelle réaction de couplage est devenue une méthode trés importante pour
I”établissement d’une liaison carbone-carbone.

Catalyseur Pd
RZnY + RX ——» R-R' + MX

R, R' = aryle, vinyle, alkyle
X = halogneéne, triflates...

Schéma 58 : Réaction de Negishi

Dans la méme année, Stille et coll. ont décrit la réaction des organostannanes R-Sn(Alkyl); avec une

grande variété des €lectrophiles via un couplage croisé catalysé par le palladium (schéma 59) [266].
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3" Catalyseur Pd(0)
R—X Rl__srl.'_Rll > R_RII
Rll
R = aryle, alcényle, allyle
X = halogene, triflates...
R' = aryle, alcényle, acyle
R" = alkyle

Schéma 59 : Réaction de Stille

Dix ans aprées, Hiyama et coll. ont étudié le couplage croisé des organosilanes avec des halogénures ou
des pseudohalogénures en utilisant le palladium comme catalyseur et une base ou un ion fluorure

comme agent activateur (schéma 60) [275].

| =
) v SR
Si _—
/ TASF, THF

50°C, 2-3 h

Schéma 60 : Réaction de Hiyama

Plus récemment, Buckwald et Hartwig ont réussi a ¢&tablir une liaison carbone-azote par
I’intermédiaire d’un couplage croisé catalysé par le palladium en présence d’une base (schéma
61)[267].

Catalyseur palladium (0 Ar R
Ar-X  + HN/R Y P ()> N7

R' Base R'

Schéma 61 : Réaction de Backwald et Hartwig

Les couplages croisés de Kumada, Stille, Negishi, Suzuki et Hiyama impliquent un cycle catalytique
en trois étapes (schéma 62) :

1. Une addition oxydante de 'organohalogénure RX sur le palladium au degré d’oxydation 0.
Dans cette réaction, 1'état d'oxydation du palladium change du Pd(0) en Pd(Il) avec la
formation d'un composé organopalladium R-Pd-X.

2. Une transmétallation durant laquelle le compos¢ organométallique R’M (M = Mg, Zr, Zn, B,
Al, Sn, Si...) réagit avec le complexe R-Pd-X formé lors de I’addition oxydante et le
groupement organique R’ est transféré au palladium par échange avec I’halogéne X.

3. Une élimination réductrice se produit, libérant ainsi le produit de couplage R-R’ en établissant
une liaison carbone-carbone. Durant ce processus, le palladium Pd(II) est réduit en Pd(0), prét

a entrer dans un autre cycle catalytique.
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Catalyseur Pd
RX + RM Y > RR 4 MX

R, R' = aryle, vinyle, alkyle
X = halogénure, triflate...
M = Métal (Mg, Zn, Sn, B, Si)

RX
L,Pd(0)
R-R'
1. Addition oxydante
3. Elimination réductive
R
-
L”Pd(“)\R- LnPd(II)iz

2. Transmétallation

MX R'M

Schéma 62 : Cycle catalytique général classique d’une réaction de couplage organométallique
catalysée par du palladium

De nombreux travaux sont publiés récemment concernant le développement et 1I’optimisation de ces
couplages croisés. Dans notre travail, nous sommes intéressés aux couplages croisés de Suzuki-
Miyaura et de Sonogashira. Ces derniers nous ont permis d’introduire une grande variété de

substituants aryles et alkyles indispensables pour 1’activité biologique.
2. Couplage croisé de Suzuki-Miyaura
2.1 Généralités

En 1979, Suzuki et coll. ont rapporté dans deux articles que des composés organoborés peuvent étre
utilisés, en présence d'une base, dans le couplage croisé catalysé par le palladium avec des halogénures
de vinyle et d'aryle (schéma 63)[268] [269]. L activation des réactifs organoborés par la base conduit a
des intermédiaires « boronates » plus nucléophiles facilitant ainsi le transfert du bore au palladium
pendant 1’étape de transmétallation. Par la suite, cette réaction est optimisée afin d’inclure des
couplages avec des groupements alkyles. Un autre développement significatif concernant la réaction
de Suzuki est la possibilité d’utiliser des acides arylboroniques comme réactifs, dans ce cas, la réaction

était plus efficace et des bases plus faibles pouvaient étre utilisées [270] [271].
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Ri Ra ArX, Pd(PPhg) Ry R
o y 3)4 1 2
RCZCR, + HBY, ——» =< > =
H BY, Base H Ar
O.
Y, = Bis(1,2-diméthylpropyl) ou
o~

X=Broul

Schéma 63 : Réaction de Suzuki-Miyaura

Le couplage crois¢ de Suzuki possédent plusieurs avantages par rapport a d'autres réactions de
couplage croisé catalysées par le palladium :
1. Des conditions réactionnelles douces.
2. Disponibilité¢ immédiate des réactifs organoborés, qui sont également inertes vis-a-vis de 1'eau,
des solvants organiques et de l'oxygene, et qui sont thermiquement stables.
3. Les réactifs organoborés sont tolérant vis-a-vis de divers groupements fonctionnels.

4. Faible toxicité des réactifs de départ et des sous-produits.

2.2 Mécanisme

Comme nous avons déja mentionnés pour les autres couplages croisés pallado-catalysés, le mécanisme
catalytique de la réaction de Suzuki-Miyaura comporte également trois étapes : une addition oxydante,

une transmétallation et une élimination réductrice (schéma 64).

- Addition oxydante

Aprées formation de I’espece catalytique in situ, I’addition oxydante des dérivés halogénés aryles ou
vinyles conduit généralement au complexe palladium au degré d’oxydation II. La présence d’un
groupement ¢lectro-attracteur a proximité du groupement halogéné peut permettre dans le cas des
dérivés aryles et vinyles d’augmenter la vitesse de 1’addition oxydante. Dans le cas des dérivés alkyles
possédant un hydrogéne en position 3, I’addition oxydante est tres lente, et elle peut étre suivie d’une
B-H élimination.

Entre I’étape de 1’addition oxydante et I’étape de transmétallation, un phénomene de métathése a lieu
et qui consiste en un échange de 1'anion lié au palladium (X") avec l'anion de la base (OR") conduisant

au produit R;-Pd(II)-OR.

- Transmétallation
Cette étape consiste en un transfert du groupement R, de 1’acide boronique sur le complexe R;-Pd(Il)-

OR. La présence d’une base est nécessaire a 1’étape de transmétallation, dont le mécanisme est moins
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bien connu. En effet, la différence d’électronégativité entre 1’atome de bore et I’atome de carbone étant
assez faible, le groupement R, est assez peu nucléophile et la transmétallation difficile. L utilisation
d’une base transforme 1’espece organoborée en borate ce qui augmente la nucléophilie du R, et permet

son transfert au palladium et donc une transmétallation plus facile.

- Elimination réductrice
Apres I’étape de transmétallation, I’élimination réductrice entre les deux groupements organiques

permet d’obtenir le produit de couplage R;-R, et de régénérer le catalyseur Pd au degré d’oxydation 0.

R-X +  R-B(Y), Pd(0). base (M+(_OR;)) RR + X-B(Y)

R = aryle, vinyle, alkyle

R' = aryle, vinyle, alcyne, alkyle
X = halogénure, triflate...

Y = OH, alkyle, O-alkyle

R-R' L,Pd(0)

1. Addition oxydante
3. Elimination réductive

R R
~
L Pd(l L,Pd(ll)
n ( )\R' n \X
Y
1© e
OR"—EI’;—OR" M (OR)
®
Y
2. Transmétallation Métathése
Y +/- Y /R
;) M7(COR) ) L,Pd(Il)
R—B ———» R—B-OR" “OR" M*(X)
Y v M®

Schéma 64 : Mécanisme réactionnel du couplage crois¢ de Suzuki-Miyaura

2.3 Les différents partenaires de la réaction

- La base
L’utilisation d’une base est nécessaire, puisqu’elle permet la formation d’un complexe « ate »
accélérant ainsi 1’étape de transmétallation. Les bases les plus utilisées sont Na,CO;, Cs,COs,

K,CO;, K3PO,, CsF, Ba(OH), ou NaOH. Des bases dérivées du thallium telles que TIOH ou T1,CO4
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sont tres efficaces mais elles sont trés toxiques. En fait, les effets de la base peuvent étre estimés par
sa force et laffinit¢ des contre-ions pour les ions  halogénures [272].
Une base plus forte augmentera la vitesse de I'étape de transmétallation et de plus la vitesse globale
de la réaction augmentera avec la taille du cation. Plus les dimensions du cation de la base sont
grandes, plus elles sont solvatées. Les taux de conversion et les rendements augmentent souvent dans
cet ordre dans la littérature : Li,CO; <Na,CO; <K,CO; <Cs,CO;. De plus, quelques travaux ont
rapporté que l'oxyde d'argent en combinaison avec une base inorganique induit le couplage croisé¢ de
Suzuki-Miyaura des acides n-alkyl/arylboroniques, probablement en accélérant le transfert du
groupement alkyle du B-a-Pd du cycle catalytique. Puisque la transmétallation implique un
déplacement nucléophile, la réaction peut étre rapide pour les contre-ions avec une constante de
stabilité élevée pour les ions halogénures (Ag™> TI" >> Ba, > Cs"™> K") [273] [274].

Ces bases peuvent étre utilisées en solution aqueuse ou en suspension dans divers solvants

organiques (toluéne, dioxane, DME ou DMF).

- Les électrophiles
La réactivité des halogénures d’aryles est en fonction de 1’¢lectronégativité de 1’atome d’halogene. Par
conséquent, la nature de I’halogéne a une influence importante sur la vitesse de 1’addition oxydante.
Les dérivés électrophiles utilisés dans la réaction de Suzuki-Miyaura peuvent étre de toute nature :
aryles, vinyles, alkyles et hétéroaryle. Les dérivés iodés et bromés, ainsi que les triflates, sont les plus
utilisés. L’ordre de réactivité de ces dérivés est le suivant : I > OTf > Br >> Cl. Néanmoins, bien qu’ils
soient les moins réactifs, les dérivés chlorés restent tres attractifs par la grande diversité des dérivés
disponibles. De nombreux systémes catalytiques sont développés afin de faciliter leur utilisation dans
la réaction de Suzuki. Les dérivés halogénés sont activés par la présence d’un groupement électro-
attracteur et sont donc plus réactifs lors de 1’addition oxydante que ceux possédant un groupement

¢lectro-donneur [275].

- Le catalyseur
Le choix du catalyseur dépend essentiellement des substrats utilisés et il existe une variété¢ importante
de catalyseurs utilisés pour la réaction de Suzuki-Miyaura. Le tetrakis Pd(PPhs), est le catalyseur
communément utilisé lors de la réaction du Suzuki-Miyaura. Toutefois, Pdy(dba); seul ou avec un
ligand de phosphine, Pd(OAc), et Pd(Cl),/phosphine sont également utilisés afin de générer un
catalyseur palladium (0) étant donné qu’ils sont facilement réduits in situ. Plusieurs ligands de
phosphine sont efficaces afin de stabiliser le Pd(0) mais la stecechiométrie, la grosseur ou la capacité a
donner des électrons peut changer l'activité des catalyseurs envers 1’addition oxydante et la
transmétallation. De trés nombreuses publications sont apparues sur le développement de nouveaux
catalyseurs pour la réaction de Suzuki-Miyaura, permettant notamment de coupler des dérivés chlorés,

bien moins onéreux que les dérivés bromés, iodés ou triflates a température ambiante dans des temps
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trés courts. Il existe également des catalyseurs de nickel permettant d’obtenir de trés bons résultats

ainsi que des catalyseurs du cuivre sont apparus dans la littérature [270] [276].

- Les dérivés borés

Ces dérivés comprennent des acides boroniques, des esters boroniques, des trifluoroborates de
potassium, des dioxazaborocanes et d’autres. Les acides aryl- et alcénylboroniques donnent
généralement de bons rendements du produit désiré avec une large gamme d'¢lectrophiles, entre
autres, des chlorures, des bromures, des triflates, sels de sulfonium, hétéroaryles et des groupes aryles
stériquement encombrés. Par contre, les acides alkylboroniques sont souvent réfractaires, ce qui
entraine de faibles rendements. Pour améliorer leur réactivité, les acides boroniques sont soit
transformés en trifluoroborates de potassium, soit estérifiés et élaborés en complexes «ate» soit
complexés avec des sels de thallium hautement toxiques. Suzuki et coll. ont examiné le couplage
crois¢ d'alkylboranes avec des halogénures organiques en utilisant le tétrakis Pd(PPh;); comme
catalyseur. Mais ils n'ont pas pu obtenir les produits de couplage. La difficulté était considérée d’étre
'é¢tape de I’¢limination réductrice. Hayashi et coll. ont rapporté un catalyseur efficace a I'étape
d'¢limination réductrice pour le couplage crois¢ des réactifs de Grignard et des alkylzincs avec des
halogénures organiques, qui est le dichloro[1,1-bis(diphénylphosphino)ferrocéne]-palladium (II)
(PdCl,(dppf)). Par la suite, Suzuki et coll. ont utilisé ce catalyseur pour la réaction des alkylboranes
avec des halogénures organiques, la réaction s’est produite facilement pour donner les produits de
couplage désirés avec de bons rendements. Récemment, plusieurs nouveaux catalyseurs tels que le
palladium associé a des ligands de phosphane riches en électrons (fortement électrodonneurs) ou des
ligands polydentés ou stériquement encombrés sont utilisés dans ce type de couplage et ils ont donné
les produits désirés avec des rendements élevés [270] [276].

Les avantages du couplage croisé de Suzuki-Miyaura ont permis aux chercheurs d’utiliser ce type de
réaction dans une grande variété d'applications, de la synthése des produits naturels au développement
des matériaux polymeres. Cette réaction est sans doute devenue l'un des outils les plus utilisés pour la
construction d'une liaison C-C. En raison de son impact dans des domaines aussi variés, Akira Suzuki,
avec Richard F. Heck et Ei-Ichi Negishi, ont regu en septembre 2010 le prix Nobel de chimie "pour les

couplages croisés catalysés par le palladium en synthese organique".

100



3. Couplage croisé de Sonogashira
3.1 Généralités

Parmi les couplages croisés pallado-catalysés, nous citons le couplage sp>-sp entre les halogénures
d’aryles ou d’alcényles (ou triflates) et les alcynes terminaux, en présence ou pas d'un co-catalyseur au
cuivre (I). Les deux premiéres études sur ce type de couplage ont été rapportées indépendamment par
Heck et Cassar en 1975. Le travail de Heck est basé sur la réaction connue de Mizoroki-Heck pour
l'arylation ou l'alcénylation catalysée par le palladium des alcénes, et qui consiste a réaliser le couplage
en utilisant un complexe phosphane-palladium comme catalyseur et la tri¢thylamine ou pipéridine

comme base et solvant (schéma 65) [277].

Br
© J‘< [Pd(OAC),(PPh3),]
+ »

EtsN, 100 °C, 30 min

Schéma 65 : Réaction de Heck avec I’alcyne en 1975

La réaction de Cassar implique I'utilisation d'un catalyseur phosphane-palladium en combinaison avec

du méthoxyde de sodium comme base et du DMF comme solvant (schéma 66)[278].

N I I
Pd(PPhs),, MeONa
* -
DMF, 80 °C, 4h

Schéma 66 : Réaction de Cassar

Les deux méthodes de Heck et de Cassar nécessitent généralement une température élevée. La méme
année, Sonogashira et Hagihara ont rapporté que l'addition d'une quantité catalytique d'iodure de
cuivre (I) accélére considérablement la réaction, permettant ainsi la réalisation du couplage a
température ambiante. Ils ont décrit la syntheése d’alcynes en faisant réagir des alcynes terminaux avec
des iodures d’aryle ou des bromures de vinyle, en présence de palladium Pd(PPh;),Cl, comme

catalyseur et I’iodure de cuivre (Cul) comme co-catalyseur (schéma 67) [279].
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| I I
PdClz(PPh3)2, Cul
* -
Et;N, t.a. 3h

Schéma 67 : Réaction de Cassar

L’ajout du cuivre était 1ié¢ au couplage croisé déja connu de Stephens-Castro, en 1963, entre un dérivé
acétylénique et un halogénure d’aryle aboutissant a la synthése d’alcynes disubstitués (schéma
68)[280]. L’inconvénient de cette réaction ¢tait 1’utilisation d’acétylure de cuivre trés explosif. Par

conséquent, le couplage croisé de Sonogashira est devenu le procédé le plus populaire pour

| Pyridine
IO ”
MeO 120 °C, 10h

| ‘ OMe

l'alcynylation des halogénures d'aryle ou d'alcényle.

Cu

Schéma 68 : Réaction de Stephens-Castro

3.2 Mécanisme

La réaction de Sonogashira co-catalysée par le cuivre se déroule a travers deux cycles catalytiques
indépendants comme le montre le schéma 69.

Le cycle catalytique pour le palladium (cycle Pd) est basé sur une addition oxydante habituellement
rapide de R;-X (R, = aryle, hétaryle, vinyle ; X =1, Br, Cl, OTY) au catalyseur généré in situ a partir du
complexe de palladium initial. Dans 1'¢tape d'addition oxydante, les caractéristiques du substrat R;-X
sont importantes, cette étape se produit facilement si X = I ou OTf et si la densité électronique est
faible sur la liaison C-X par la présence de groupements électro-attracteurs.

L'étape suivante dans le cycle Pd est liée au cycle du co-catalyseur de cuivre (le cycle Cu). Ainsi, une
transmétallation du groupement R, de l'acétylure de cuivre, formé dans le cycle de cuivre, sur le
complexe R;-Pd(II)-X conduisant a une espéce R;Pd(-C=CR;)L,.

L’alcyne final est obtenu apreés une ¢limination réductrice avec régénération du catalyseur au

palladium Pd(0).
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Le deuxiéme cycle catalytique est le cycle de cuivre Cu (cycle Cu). Dans ce cycle Cu, la base
(généralement une amine) peut arracher le proton de l'alcyne terminal, formant ainsi un acétylure de
cuivre en présence du sel de cuivre (I). Par contre les amines utilisées ne sont pas, en général,
suffisamment basiques pour déprotoner l'alcyne afin de générer le nucléophile anionique qui devrait
former l'acétylure de cuivre. Par conséquent, un complexe m-alcyne-Cu comme le montre le schéma
pourrait étre impliqué dans le cycle, rendant ainsi le proton d'alcyne plus acide pour une meilleure
abstraction. L'acétylure de cuivre formé rejoint le cycle catalytique du palladium au niveau de 1’étape

de transmétallation.

Pd(0), Cul
R-X + H—R » R—R'
R";N (base)
R = aryle, vinyle, hétéroaryle
X = halogeéne, triflates
R' = H, aryle,vinyle, alkyle

R—R"'
R-X
PdgL,
3. Elimination 1. Addition oxidante
réductrice
L L
R-Pd—= R R-Pd—X
L L
2. Transmétallation
Cu——R'
Cu*X
® ©
RNHX
H—R
H——R
. R"5N

Cu™X
Schéma 69 : Mécanisme réactionnel du couplage croisé de Sonogashira

3.3 Conditions de la réaction

La réaction originale de Sonogashira est habituellement effectuée en utilisant un complexe de
palladium-phosphine comme catalyseur (Pd(PPh;),, Pd(PPh;3),Cl,, Pd(dppe)Cl,, Pd(dppp)CL,

Pd(dppf)Cl,) en présence d'une quantité catalytique d'un sel de cuivre (I) comme co-catalyseur et une
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amine (la triéthylamine) dans des conditions homogénes. Le plus souvent, des charges plutdt élevées
de palladium (habituellement jusqu'a 5 moles%) et de grandes quantités de sel de cuivre (I) sont
nécessaires lorsque ces espéces de palladium sont utilisées, stimulant ainsi la recherche d'un nouveau

catalyseur plus actif en utilisant des conditions plus simples, plus douces et plus efficaces [281] [282].

L’ajout de cuivre, bien que bénéfique en termes d'augmentation de la réactivité du systéme, possede
quelques inconvénients, le principal étant la nécessité d'éviter la présence d'oxygene afin de bloquer la
formation indésirable de 1'homo-couplage de l'alcyne selon la réaction de Hay/Glaser (schéma 70)
[283].

Pour résoudre un tel probléme, de nombreux travaux ont éliminé le cuivre dans ce type de couplage en
utilisant uniquement le palladium comme catalyseur, et ils ont réussi a obtenir le produit désir¢ avec
de bons rendements [284] [285].

Cu(l)

2 R——H » R—— — R
Base, O,

Schéma 70 : Réaction de Hay/Glaser

De nombreux travaux ont utilisé l'eau comme solvant dans ce genre de couplage catalysé par le
palladium, vu que I'eau est plus sire, peu colteux et les produits peuvent étre facilement isolés par
extraction, ce qui facilite le fonctionnement. Ainsi, l'utilisation de l'eau dans les réactions catalysées
par le palladium représente I'une des options les plus viables économiquement et écologiquement pour

de nombreuses transformations organiques[285].

4. Applications du couplage croisé de Suzuki-Miyaura et Sonogashira en serie
imidazo[1,2-a]pyrazine, imidazo[1l,2-a]quinoxaline et imidazo[1,5-

a]quinoxaline

Notre laboratoire a utilisé le couplage croisé de Suzuki-Miyaura en vue d’introduire une large variété
de groupements aryles en positionl de la série des imidazo[1,2-a]quinoxalines. Par I’intermédiaire de
ce type de couplage, une trentaine des composés ont été synthétisés au sein du laboratoire avec de
bons rendements (30%-98%) et ils ont été testés pour leur activité anti-cancéreuse sur le mélanome
humain (schéma 71) [200] [286].

" Ny

\ R"-B(OH),, Pd(PPhs), N N
b

N~
1 >~
“ Na,CO3;, DME N NRR'

N NRR'
M.O (140 °C, 20 min)

Schéma 71 : Couplage de Suzuki-Miyaura en série des imidazo[ 1,2-a]quinoxalines
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De méme, par I'intermédiaire de la réaction de Suzuki-Miyaura, notre équipe a pu synthétiser des
imidazo[1,5-a]quinoxalines substitués par un méthyle ou un phényle en position 1. L’introduction de

ces groupements se fait avant I’étape de cyclisation par le carbonyldiimidazole (schéma 72) [199].

NO, =\ NH, /4\N

NO, FN TMB or Ph-B(OH), N \//N H,, Pd/C N\/(
/ > — >
\(Br Pd(PPhgz),, Na;CO3 R EtOH, 2h i
DME/H,0 or dioxane/H,O R = Ph ou Me

[o]
75°C 88%-94%

O
N/\

\\/N

N
5y @ (
PhCl,

Reflux, 4 h

Schéma 72 : Couplage de Suzuki-Miyaura en serie des imidazo[1,5-a]quinoxalines.

De plus, le couplage croisé de Suzuki-Miyaura a été largement utilisé dans la série des imidazo[1,2-
alpyrazines [295]. Par exemple, la réaction de Suzuki-Miyaura du 6-bromo-3-phénylimidazo[1,2-
alpyrazine 4.1 et du 6-bromoimidazo[1,2-a]pyrazine 4.3 avec différents acides boroniques a donné les
composés 4.2 et 4.4 respectivement. La bromation du composé 4.4 avec le NBS dans du DMF a donné
le produit 4.5, ce dernier subit un autre couplage croisé de Suzuki-Miyaura pour donner le produit
disubstitu¢ 4.6. La chloration du 6-bromoimidazo[1,2-a]pyrazine 4.3 en position 3 avec le N-
cholosuccinimide (NCS) dans le dichlorométhane a donné le composé 4.7, ce dernier subit deux
couplages croisé de Suzuki-Miyaura en position 6 et 3 afin d’obtenir le produit disubstitué 4.9
(schéma 73). Les composés 4.2 et 4.9 ont été évalués en tant qu'inhibiteurs compétitifs de I'ATP de

CHK1 (Checkpoint kinase 1) [287].
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/ e
B XN Na,CO3, CHCN/H.0 R,
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e
X NJ
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| B
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N32C03, CH3CN/H20
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N/ N

N N\/g
2
N / Br
HN
4.5
37%
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Cl
4.8
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Schéma 73 : Couplage de Suzuki-Miyaura en série des imidazo[1,2-a]pyrazines

Belema et coll. ont rapporté la synthése de I'imidazo[l1,2-a]pyrazine 3,5,6,8-tétrasubstitué par

I'amination du composé 4.10 en position 8 avec de I'éthylénediamine protégée par Boc en présence de

tri¢thylamine dans du THF pour obtenir le composé 4.11. Le couplage croisé de Sonogashira a la

position 6 avec |’éthynyltriméthylsilane (TMS) introduit un groupement alcyne conduisant au

composé 4.12. Ce dernier subit une chloration en position 5 avec le NCS dans du THF pour fournir le

compose final 4.13 (schéma 74) [288].
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N—/ / N
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EtsN, DMF, 64 °C  TmS

410 411 412
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HN
NCS THF
Teac /\(N\g
4.13
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K,CO3, CH30H
X=H

Arl ou ArBr, Pd(PPh3),, Cul,
X=Ar DMF, Et3N, 64 °C

Schéma 74 : Couplage de Sonogashira en serie des imidazo[ 1,2-a]pyrazines.

En conclusion, les couplages croisés de Suzuki-Miyaura et de Sonogashira sont largement utilisés dans
le domaine de la chimie médicinale et pharmaceutique. Les conditions réactionnelles douces et
efficaces, la capacité¢ d’introduire un nombre important de groupements fonctionnels et la faible

toxicité des réactifs en font un des couplages pallado-catalysés les plus utilisés pour la création d’une
liaison C-C.
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CHAPITRE V : TRAVAUX REALISES

1. Premieres syntheses réalisées

1.1 Syntheése des composés de type imidazo[1,5-a]quinoxaline

Nous avons débuté les travaux de synthése chimique par la série des imidazo[1,5-a]quinoxalines afin
de tester leurs activités agoniste ou antagoniste sur les TLR7 et 8. D’apres la littérature, aucun dérivé
de cette série n’a été testé pour une telle activité, par contre des analogues structuraux (les
imidazo[1,2-a]quinoxalines, les imidazoquinolines, les pyrazoloquinolines et autres) [154] ont montré
des résultats importants sur ce type de récepteurs.

Comme nous ’avons abordé dans le chapitre 11, il existe plusieurs stratégies de synthése conduisant
au développement des dérivés de type imidazo[l,5-a]quinoxaline, nous avons choisi une voie de
synthése déja développée au sein de notre laboratoire a partir du cycle imidazole, afin d’obtenir des
dérivés substitués en position 1 (schéma 75) [199]. Vu I'importance du groupement alkyle dans
I’obtention d’un effet agoniste TLR7/8, nous avons essayé d’introduire une chaine alkyle en position 1

du cycle imidazole (schéma 75).

@NOZ N N NBS N\( TMB, Pd(PPhs),

- -
Ll L

£ MeCN, reflux, 24 h MeCN. refiux. 3 h Br  Na,COs, DME
5.1 ’ ’ 5.2 M.O (140 °C, 25 min)

91 % 32%

54
19 % 32 %

N
o oy -
NK/ Ha/Pd-C N CDI, PhCl, N/
EtOH reflux, 4h @:
N" o
5.3 H

Schéma 75 : Premier essai de synthése de la série des imidazo[1,5-a]quinoxalines

La synthese débute par le traitement de 1’ortho-fluorobenzéne avec 1’imidazole en présence d’exces du
carbonate de potassium conduisant au composé 5.1 avec un rendement de 91 %. L’introduction de
substituants en position 1 de I’imidazole se fait par couplage croisé de Suzuki-Miyaura. Ce type de
couplage a été utilisé au sein de notre laboratoire en vue d’introduire de groupements aryles au niveau
de la série des imidazo[1,2-a]quinoxalines. Nous avons premierement essayé d’introduire un méthyl
en utilisant le triméthylboroxine comme agent de méthylation en vue d’optimiser les conditions
réactionnelles de la réaction de Suzuki-Miyaura sur ce type de composés. Apres bromation du

composé 5.1, le composé méthylé 5.3 est obtenu, en faible rendement, par couplage croisé de Suzuki-
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Miyaura en utilisant le tétrakis Pd(PPh;),; comme catalyseur et le carbonate de sodium (Na,COs)
comme base. La réduction du groupement nitro par hydrogénation aboutit au composé 5.4 avec un
rendement de 32%. Les faibles rendements obtenus ainsi que les étapes de purification difficiles nous
ont empéchés d’obtenir le produit tricyclique.

Nous avons alors procédé de débuter la synthése par I’imidazole méthylé en position 1 afin d’éviter la
réaction de Suzuki-Miyaura au début de la synthése ainsi que les faibles rendements. De plus, pour
améliorer le rendement de 1’étape de réduction du groupement nitro, nous avons effectué une réduction
par I’hydrazine hydratée selon le protocole de Hoz et coll.[289] et nous avons obtenu un trés bon
rendement de 94%. Le schéma 76 montre la voie de synthése des imidazo[1,5-a]quinoxalines
méthylés : le traitement de 1’ortho-fluorobenzéne avec le 2-méthylimidazole en présence d’excés du
carbonate de potassium donne le composé 5.5 avec un rendement de 92 %. Aprés réduction du
groupement nitro, le composé 5.7 est obtenu par cyclisation intramoléculaire conduisant a la structure
tricyclique imidazoquinoxalinique avec un rendement de 93 %. Une étape de chloration est nécessaire
pour obtenir, par substitution nucléophile, 1’imidazo[1,5-a]quinoxaline aminé 5.9 avec un rendement
de 79 %. Une fois que nous avons obtenu le produit méthylé en position 1, nous avons pensé effectuer
la réaction de Suzuki-Miyaura en vue d’introduire d’autres substituants en position 3. Le probleme
auquel nous avons alors été confrontés était I’é¢tape de bromation avec le N-bromosuccinimide (NBS)
qui nous a donné un mélange de deux produits : un produit monobromé et un autre produit dibromé.
Nous avons essayé de purifier ces deux produits bromés par chromatographie colonne et par

recristallisation a partir d’éthanol, mais dans les deux cas nous n’avons pas réussi a les séparer.

NO2 / NH2 —
NO rﬁ//\ N
@[ 2 NHz-NHz H,0 \( CDI, PhCl,
MeCN, reflux, 24h Pd/C EtOH reflux, 4 h
reflux, 1 h 5.6
92 % 94 %

N
@E R f e (T
N,N- dlethylanlllne EtOH N7

MO 150 °C, 20 mi NHCHs
[} . s min
5.7 M.O 130 °C, 15 min 5.8 5.9
93 % 24 % 79 %
NBS N ~ Br N ~ Br
Br—()i

R fl 2h /

etiux, NHCH; NHCH;

Schéma 76 : La voie de synthése des imidazo[1,5-a]quinoxalines méthylés
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Vu que les deux stratégies citées ci-dessus ne nous permettent pas d’obtenir une grande variabilité
structurale, nous avons utilisé une autre stratégie de synthese, déja décrite dans le laboratoire, qui nous
conduit a la synthese de I’imidazo[ 1,5-a]quinoxaline non substitué¢ [199]. Une fois ce composé obtenu,
nous pouvons introduire une large variété¢ de substituants chimiques par I’intermédiaire des couplages
pallado-catalysés. Cette stratégie est illustrée dans le schéma 77 et elle débute par une condensation
bimoléculaire de I’acide carboxylique en présence de chlorure de thionyle afin de donner le dimere
5.10 avec un rendement de 95%. Celui-ci est couplé avec I’orthofluoroaniline pour donner
I’intermédiaire 5.11 avec un rendement de 40%. La formation du composé tricyclique 5.12 se fait par
cyclisation intramoléculaire du composé 5.11 en présence d’hydrure de sodium et de
diméthylacétamide comme solvant avec un rendement de 81 %. Le traitement du dérivé 5.12 avec
I’oxychlorure de phosphore permet I’obtention du composé 5.13 qui est ensuite couplé a une amine en
présence d’éthanol pour former le composé 5.14 avec un rendement de 75%. Une étape de bromation
avec le N-bromosuccinimide (NBS) permet 1’obtention de deux isomeéres monobromés 5.15 et 5.16

avec un rendement de 13 % et 17%, et un produit dibromé 5.17 avec un rendement de 5 %.

o)
5.10 5.11
95 % 40 %
—N
=N [~
N POCI, Nf NH,CHj ©:N Y
[I N,N- dlethylanlnllne @E EtOH “
N~ 0 N™ “NHCH
H M.0130 °C, 15 min 513 M.0150 °C, 30 min 5.14 °
512 o 9
81 % 33 % 75 %
NBS, CHCl, N / Br Nf @Nf&
Reflux, 2h NHCH; NHCHs NHCH;
5.15 5.16 5.17

Schéma 77 : Nouvelle stratégie de synthése des imidazo[1,5-a]quinoxalines

Ces trois produits bromés sont séparés par flash chromatographie sur colonne de silice en utilisant
comme ¢luant le cyclohexane/acétate d’éthyle. La position du brome pour les composés 5.15 et 5.16
est démontrée par étude RMN NOE (Nuclear Overhauser Effect) (figure 49). Dans le spectre A du
composé 5.15, nous trouvons une corrélation entre le proton H1 et le proton H9, par contre cette

corrélation est absente dans le cas du composé 5.16 (spectre B).
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Figure 49 : Spectres RMN NOE des deux isomeéres bromés 5.15 et 5.16
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1.2 Synthése des composés de type pyrazolo[1,5-a]quinoxaline

Parallélement a la synthése des imidazo[1,5-a]quinoxalines, nous avons effectué la synthése des
pyrazolo[1,5-a]quinoxalines. Comme nous 1’avons mentionné dans le chapitre III, cette série n’est pas
trés développée dans la littérature, pour cela nous avons essayé de trouver une nouvelle stratégie de
synthése qui nous permet d’introduire une variété de substituants. Premiérement, comme dans le cas
des imidazo[1,5-a]quinoxalines, nous avons essayé la méme stratégie de synthése décrite dans le
schéma 75, mais la réaction de Suzuki-Miyaura entre le TMB et le produit bromé n’a pu étre obtenue

et nous avons récupéré le produit de départ (schéma 78).

HN NOz N NO, I/\l}
L/ —Br

F NaH, Cul, DMSO MeCN, reflux, 3 h

0 519
reflux, 120 °C, 24h 1000/ 90%

Schéma 78 : Premier essai de synthese de la série des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines

Nous avons alors débuté la synthése avec le pyrazole méthylé en position 4 en vue d’éviter la réaction
de Suzuki-Miyaura et d’accéder directement a la structure tricyclique pyrazoloquinoxalinique. Par
contre, 1’étape de cyclisation par le carbonyldiimidazole (CDI) n’a pas abouti au produit désiré
(schéma 79). D’aprées une recherche bibliographique, nous n’avons trouvé aucune référence qui nous

permette d’obtenir le composé tricyclique a partir du composé 5.21 qu’il soit méthylé ou pas.

HN~

o oS
\
@[NOZ ©/ 7" NHpNH,.H,0 N/
—_—
F NaH, Cul, DMSO Pd/C, EtOH
reflux, 120 °C, 24h 5.20 reflux, 1 h 5.21

83 % 91 %

p—

Schéma 79 : Deuxiéme essai de synthese de la série des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines
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En 2008, notre équipe a appliqué la méme stratégie de synthése des imidazo[1,5-a]quinoxalines,
décrite dans le schéma 77, pour obtenir des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines [209]. Ces derniers sont
synthétisés a partir de 1’acide pyrazolocarboxylique substitué par un isobutyle en position 3 afin
d’obtenir des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines isobutylés. Dans notre cas, nous avons utilisé cette stratégie
pour la syntheése des pyrazolo[1.5-a]quinoxalines non substitués afin d’introduire une variété de

substituants en fin de synthese (schéma 80).

I o4
HOOC F
_N _N
/N\NH socl, MN \ NH, @/ HN7T\ NaH, DMA
= TONN s > HN\H/‘%)
reflux, 18 h NaHMDS, THF, 4h
o] o)
5.22 5.23
76 % 82 %
= N= =
N POCH, N NH,CH, ©:N Y
[;[ N,N-diethylaninline Z EtOH “
N~ ~0 % . N~ ~Cl N™ "NHCH
5|.2|4 M.0130 °C, 15 min 5.25 M.O150 °C, 30 min 5.26 3
. 0,
74 % 82%
[\1/
NBS, CHCl, ©iN / Br
Reflux, 2h N7 >NHCH,4
5.27
89 %

Schéma 80 : Nouvelle stratégie de synthese des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines

Le dimére 5.22 résulte de la condensation bimoléculaire de 1’acide carboxylique en présence de
chlorure de thionyle avec un rendement de 76 %. Celui-ci est couplé avec 1’orthofluoroaniline pour
donner l’intermédiaire 5.23. La formation du composé tricyclique 5.24 se fait par cyclisation
intramoléculaire du composé¢ 5.23 en présence d’hydrure de sodium et de diméthylacétamide comme
solvant. Le traitement du dérivé 5.24 avec I’oxychlorure de phosphore permet 1’obtention du composé
5.25 qui est ensuite couplé a une amine en présence d’éthanol pour former le composé 5.26. Une étape
de bromation avec le N-bromosuccinimide (NBS) permet I’obtention d’un seul produit bromé 5.27. La
présence du brome en position 4 a été démontrée par étude RMN 2D (HMQC et HMBC).

Vu I’obtention d’un seul produit bromé, nous avons décidé d’optimiser la réaction de Suzuki-Miyaura
en utilisant le composé 5.27 comme substrat. Une fois les conditions réactionnelles mises en point,
nous pouvons les appliquer sur les produits bromés de la série des imidazo[1,5-a]quinoxalines.

A ce jour, aucun couplage croisé¢ n’a été réalisé sur la série des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines, nous
avons alors pens¢ a effectuer la réaction de Suzuki-Miyaura en utilisant premi¢rement des acides

arylboroniques qui donnent, d’apres la littérature, de bons rendements. L’introduction du groupement
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phényle C¢Hs- a permis 1’obtention du composé 5.28a avec un bon rendement de 55% en utilisant les
conditions classiques : le tétrakis(triphenylphosphine)palladium(0) (Pd(PPh;),) comme catalyseur et le
carbonate de sodium comme base. En revanche, l'introduction de groupements furanyle, 3.,4-
diméthoxyphényle et méthyle a donné de tres faibles rendements de 5%, 3% et 1% respectivement
(schéma 81, tableau 2). Quand nous avons effectué¢ le couplage avec 1’acide isobutylboronique, le

produit débromé a été obtenu avec le produit de départ.

N= RB(OH),/TMB I\I/l\j’/ =
N /~Br Pd(PPhs), - @[
N32003 N/

NHCH, 1,4 dioxane/DME
M.O (140 °C, 25 min)

5.27

Schéma 81 : Couplage croisé de Suzuki-Miyaura sur la série des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines

Tableau 2 : Les dérivés pyrazolo[1,5-a]quinoxalines obtenus apreés la réaction de Suzuki-Miyaura

Composés R Formule brute Rendement
5.28a & Cy7H 4N, 55 %
5.28b | o/ Ci9H1sN,O, 5%

N
5.28¢ H,CO ‘zez C15H12N4O 3%
H3COI>/
5.28d CH;- C,HipN, 1%

Nous avons donc cherché a optimiser ces conditions afin d’améliorer le rendement. Suite a une
recherche bibliographique, nous avons trouvé que 1’utilisation du catalyseur Pd(dppf)Cl,.CH,Cl, avec
le carbonate de césium ou de potassium comme base permet I’amélioration du rendement[290]. Nous
avons donc appliqué ces conditions en faisant réagir le composé 5.27 avec le triméthylboroxine en
présence du Pd(dppf)Cl,.CH,Cl, et du Cs,CO; dans le 1,4-dioxane comme solvant et nous avons

obtenu une nette amélioration du rendement de 1% a 27% (schéma 82).

N= TMB
1
©:N ~Br Pd(dppf)Cly. CH20|2 N Y
N~ NHCH Cs,CO3/1,4 dloxane NHCH;
[e]
5.27 M.O (140 °C, 25 min) 5.28d
27 %

Schéma 82 : Méthylation par couplage croisé de Suzuki-Miyaura en présence du Pd(dppf)Cl,.CH,Cl,
comme catalyaeur et Cs,CO; comme base
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En 2001, Zou et coll. ont observé que les sels d'Ag (I) augmentent de maniére significative les
couplages croisés de Suzuki-Miyaura avec les acides n-alkylboroniques en présence de
Pd(dppf)Cl,.CH,Cl, et du carbonate de potassium dans le tétrahydrofuranne a 80 °C [282].
L’addition de I’oxyde d’argent a notre réaction, décrite dans le schéma 82, en utilisant les mémes
conditions décrites par Zou et coll. conduit a une augmentation significative du rendement du 27

% a 74 % (schéma 83).

N T™B N
N__/~Br  Pd(dppf)Cl,.CH,Cl, N_/
I ~ (X
Z K,CO3/Ag,0 z
N~ “NHCH 2232
5 o N” “NHCH,
5.27 M.O (140°C, 2 x 5 min) 5.28d
74 %

Schéma 83 : Couplage croisé de Suzuki-Miyaura en utilisant I’oxyde d’argent

Ces conditions expérimentales sont aussi appliquées pour la méthylation d’autres séries chimiques
comme les imidazo[1,2-a]pyrazines et les imidazo[1,2-a]quinoxalines.

Des essais de méthylation ont été également effectués en utilisant le THF comme solvant et le tétrakis
Pd(PPh;), comme catalyseur. Dans ce cas, un arrét d’urgence du chauffage par micro-ondes (M.O.) a
eu lieu et le produit de départ a été récupéré. Cela peut étre di a la faible solubilité¢ du tétrakis dans le
THF conduisant a une diminution dans 1’absorption M.O. Par contre 1’utilisation d’un catalyseur plus
soluble dans le THF comme le Pd(dppf)Cl,.CH,Cl, nous a permis d’obtenir le produit désiré avec un
bon rendement sans aucune coupure M.O. L’ajout d’oxyde d’argent aboutit a une diminution de la
solubilité du catalyseur Pd(dppf)Cl,.CH,Cl, ainsi qu’une diminution dans 1’absorption M.O, cela se
traduit par une coupure de la M.O. apres 5 min de réaction en raison de la haute puissance délivrée
(augmentation jusqu'a 300 W). Néanmoins, en utilisant ce systéme catalytique, le produit méthylé est
obtenu avec un trés bon rendement.

Ces résultats prometteurs obtenus ont donné lieu a une publication intitulée « Methylation of
imidazopyrazine, imidazoquinoxaline, and pyrazoloquinoxaline through Suzuki-Miyaura cross
coupling » dans le jounal de Chemistry of Heterocyclic Compounds.

Par contre, I’application de ces conditions avec d’autres acides n-alkylboroniques comme 1’acide n-
butylboronique ou 1’acide n-pentylboronique n’a pas abouti aux produits désirés et nous avons obtenu

le produit de départ avec le produit débromé.
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The Suzubs-Mivaura cross coupling is a versafile and powerful reaction for carbon—carbon bond formation which nevertheless requires
optimization of conditions. While the coupling of arylboron derivatives with aryl or alkenyl halides has been widely explored, alkylation
has attracted less attention We describe herein the methvlation of bromo denivatives of imidazopyrazine, imidazoquinoxaline, and
pyrazoloqunoxaline having biologically inferesting structures. As the challenming Suruls-—Mivaura reaction 1s highly substrate-
dependent, the choices of the base. solvent, and addifrve are also discussed.

Keywords: imidazo[l.2-alpyrazine. imidazo[ 1, 2-a]quinoxaline, pyrazolo[1.5-a]quinoxaline. methylation Suzulke—Mivaura cross coupling.

Imidazopyrazines, imidazoquinoxalines, and pyrazolo-
quinoxalines exhibit high potential as pharmacologically
active compounds.’ In the course of our studies concerning
the total synthesis of imnmdazopyrazines. imidazoquin-
oxalines. and pyrazoloquinoxalines as potential anticancer
and anti-inflammatory agents.” especially for IKK inhibi-
tion.” we decided to substitute the imidazole or the pyrazole
cycle with a methyl group There are many possibilities to
build alloyl-aryl bonds. Some of the most common methods
mvolve the use of transition metal-mediated reactions.
Among them. the easier and milder method involves the
Suzuki-Miyaura cross coupling.' While the coupling
between arylboronic acids and aryl or alkenyl halides has
been widely described.” alkylation using alkylboronic acids
has been far less studied® N-alkylboronic acids are often
alkylating agents of low reactivity even under forcing
conditions and deliver poor reaction yields.

To the best of our knowledge, the first example of cross-
coupling reaction between an alkylboron denivative and
two of the three above-mentioned fused heterocycles has

**These authors contribute equally to this work.

0005-3122'18/54(2)-01 8322018 Springer Science+Busmess Media I1TC
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been described only very recently.’ We present herein the
results of our research toward the optimization of the
conditions for the methylation of imidazo[1.2-a]pyrazine.
mmdazo[ 1,.2-ajquinoxaline, and pyrazolo[1_5-a]quinoxaline.
Trmethylboroxine (TMB) was used as methylating
reagent. smce it has been particularly useful for the
methylation of a variety of aryl halides” We further
explore the modification of some reaction parameters, such
as catalyst. base. solvent, and reaction time All the
reactions were assisted by microwave iradiation.
Tetrakis(triphenylphosphine)palladium({0)  (Pd(PPhs),)
(0.1 equiv) and sodium carbonate (2.0 equiv) are usually
employed as catalytic system in dimethoxyethane—water.
2:1. for the Suzulas-Mivaura cross coupling between
mmidazopyrazine or imidazoquinoxaline dermvatives and an
arylboromic acid (1.1 equav) 1n our laboratory. The reac-
tions were carried out under microwave irradiation during
20 mun at 140°C. Under these conditions, the reactions
proceeded readily. cleanly. and with good yields.®
Methylation of imidazo[l.2-a]pyrazine. For the
methylation reaction of 3-bromo-N-methyvhinudazo[1.2-a]-
pyrazm-8-amine (1) at position 3. we first used the classical
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Table 1. Screening of reaction parameters for the methylation of 3-bromo-NM-methylimidazo[1. 2-a]pyrazin-§-amine (1)*

Exitry Catalyst Base (2 equiv) Solvent ok i Powec W Gfmmziﬁd -
1 Pa(PPhs)s (5 mol %) Na:CO, DME-H.0. 2.1 20 50 19
2 PA(PPh:)s (5 mol %) K:CO; 1 4 Dioxane-H,0, 21 20 50 £
3 PA(PPhs)s (5 mol %) K:CO; THF - - 0
4 PA(PPh:)s (5 mol %) C5:CO; THF-H:0, 21 20 5 58
5 Pd(dppfCly-CH:Cl (10 mol %) C5:C0, A Dsiane HI0, 31 20 50 -10
§  Pd(dppHCly-CH:CL (10 mol %) K.CO, THF 20 50 55
7 Pd(dppfHCly-CH:Cl (10 mol %) K:CO; THF 10 5 2
$  Pd(dppHCl-CH:CL (10mol%)  KyCOs + Ag:O (2 equiv) THF 1% 5 300 58

* Molar ratio compound 1 —TMB, 1:1.1. Temperature setting 140°C.

Scheme 1. Methylation of 3-bromo-N-methylimidazo-
[1.2-alpvrazin-8-amine {1}
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catalytic system for the Suzuki-Miyaura cross coupling,
ie. Pd(PPh;), sodium carbonate in dimethoxyethane—
water, 2:1, under conditions descnibed above (Scheme 1)
The microwave system automatically adjusts the irradiation
power to 50 W (Table 1. entry 1). The moderate yield of
methylation product 2 which was obtained by this method
prompted us to try another base and other ethers as solvents
to improve this result. Using potassium carbonate in
1 4-dioxane—water. 2-1. gave lower yields (Table 1. entry 2).
When potassium carbonate i tetrahydrofuran without
water was used the microwave system automatically turned
off. since the set temperature could not be reached due to
the high media permeability to MW radiation. and no
coupling reaction was observed (Table 1. entry 3). The use
of cestum carbonate in tetrahydrofuran—water, 2-1, gave a
promising result (Table 1, entry 4).

We then tried another well described catalyst. s [1.1-bis-
{dipheny lphcsphmo}fexroccne]dichloropa]ladmm{]]} complex
with dichloromethane (Pd{dppf)Cl,-CH,CLy). in association
with cesum carbonate in 1.4-dioxane—water, 2:1. The result

of a more soluble catalyst. no turning off of the microwave
system was observed, even in the absence of water. contrary
to the result obtamed with Pd(PPh;),. Silver salts have been
observed to sigmficantly enhance the cross coupling of
n-alkylboronic acids and simple aryl or alkenyl halides.' For
example, Zou et al. observed that Ag(I) salts sigmficantly
enhance Suzuki-Miyaura cross couplings of n-alkylboronic
acids in combination with Pd{dppf)Cl,-CH,Cl,and potassium
carbonate in tetrahydrofuran at 80°C.!! The addition of
silver oxide to our reaction. leading to lower solubility of
the catalyst and decreased MW absorption. caused the
microwave system to turn off after 5 mun becauvse of the
high delivered power (up to 300 W) (Table 1. entry 8).
Nevertheless. as could be expected considering the
literature data, such catalvtic system led to increased yield
of compound 2.

The worst and the best conditions leading to compound
2 (Table 1. entries 5 and 8) were then used on mdazo-
pyrazine derivative 3 to obtain methylated compound 4
(Scheme 2). and the results confirmed the high efficiency
of the catalytic systems Pd{PPhz)s. Na;CO; m DME-H.0.
2:1, and Pdidppf)CL,-CH:CL. K>CO;, Ag,O in THF (Table 2).
The benefit of the addition of silver oxide is clearly
confirmed m this latter case.

Scheme 2. Methylation of 3-bromoimidazo[1.2-a]pyrazin-
§-amine (3)

}__\ ME‘I? 2T E..I".ﬂ-.e

Me
Catalyst p 3.2

was largely non-convincing (Table 1. entry 5). Potassmum Base § hi-q;fN"
carbonate in tetrahydrofuran allowed us to obtain com- E Ero P > [ga
pound 2 with an encouraging vield (Table 1. entry 6). Me MW heating  ° ,\1{5‘;‘3&,».“42
Reducing the reaction time did not allow us to obtamn a L
similar yield (Table 1, entry 7). Interestingly, with the use
Table 2. Screening of reaction parameters for the methylation of 3-bromoimidazo[1.2-a]pyrazin-8-amine (3)*
Ritry Catalyst Baie () edjiiv) Salvent Time,min  Power, W nfcm';ﬁﬂ -

1 Pd{PPha) (5 mol %) NaxCOs DME-H:0. 2:1 20 50 57

2 Pd{dppf)Cl,-CH,CL (10 meol %) Cs.C0; 1 4-Dioxane—H,0, 2:1 20 50 =10

3 Pd{dppfyCl,- CH:Cls (10 mel %a) E.CO; THF 20 50 10

4 Pdi{dppfiCl-CH,CLs (10 mel %a) K;CO; THF 10 50 7

5 Pd{dppf)Cly-CH,Cly (10 mol %)  K.CO; + Ag0 (2 equiv) THF 2x5 300 &0

* Molar ratio: compound 3 — TMB. 1:1.1. Temperature setting 140°C.
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Table 3. Screening of reaction parameters for the methvlation of 3-bromo-N-methylpvrazolo[1,5-a]quinoxalin-4-amine (5)*

Bitry Catalyst Base (1 e Solvent Tme i, Powee W amﬂ;ﬁg e
1 PA(PPh)s (5 mol %) Na:CO; DME-H.0. 2.1 20 50 1
3 Pd(dppfCl-CH,Cl, (10 mol %) Cs:C0; 1 4 Dioxane-H,0, 2:1 20 50 27
3 Pd(dppfCly-CH;Cl, (10 mol %) K.CO; 1. 4-Dioxane-H,0, 2.1 20 50 2%
4 Pi(dppHCL-CHCL (10mol%)  KiCOs+ AgO (2 equiv) THF 1%5 300 74

* Molar ratio: compound 5 —TMB, 1:1.1. Temperature setting 140°C.

Scheme 3. Methylation of 3-bromo-N-methylpyrazolo-
[1.5-a]quinoxalin-4-amine {5)
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Methylation
methylation of 3-bromo-N-methylpyrazolo[1 5-a]quinoxalin-
4-amine (5) was also studied with TMB to afford
methylated compound 6 (Scheme 3). We first tnied the
classical conditions. The very low yvield clearly prompted
us to optimize the cross-couplng conditions (Table 3, enmy 1.

of pyrazolo[l.5-g]quinoxaline. The

Such as previously, we mmed our attention to
Pd(dppf)CL-CH:Cl, as catalyst By reacting pyrazolo-
[1.5-a]qumoxaline 5 with TMB in the presence of
Pdi{dppf)Cl,-CH,Cly and cesmum or potassium carbonate in
1.4-dioxane-H,0, 2:1. a significant improvement of the
vield from 1 to 27 and 26%. respectively. was observed
(Table 3, entries 2 and 3). Addition of silver oxide to the
mixture containing pyrazolo[l,5-a]quinoxaline 5. TMB,
Pdidppf)CL,-CH,CL, as catalyst, and potassium carbonate
in THF led to a better result (Table 3. entry 4). This
addition led again to switching off the reactor after 5 min
due to the high delivered power However. the best yield
was obtained with this catalytic system.

Methyvlation of imidazo[l.2-a]quinoxaline. By analogy
with the imidazo[1.2-a]pyrazine structure, the methylation

Scheme 4. Methvlation of 1-bromo-N-methylimidazo-
[1,2-a]quinoxalin-4-ammne {7)
Br Me, ., =
=\ Me.__ O _Me Catalyst Ly
W_ =N I? l? Base 9 m\,r‘ N2

L 0,0 8 e
P Me B Solvent
W H’ Me MW heating

T

SpEay e
a%ﬁ

at position 1 of imidazo[l.2-a]quinoxaline 7 (Scheme 4)
was also performed with the best catalytic systems (Table 4).
The obtained results confirmed the interest in both of these
two systems, contrary to the case of pyrazolo[1,5-a]-
quinoxaline for which the use of Pd(PPh;)s; exhibits a
detrimental effect on the coupling.

For all experiments, TLC analyses indicated complete
consumption of the starting material with the presence of
the dehalogenated compound as the only by-product.
except for i1 one case (Table 3, entry 1), where some
amount of the starting material was also recovered. The
low wield obtained when our systems, imidazopyrazine
(Table 1. entnies 2 and 3) or pyrazoloquinoxaline (Table 3.
entry 1). were coupled with TMB under classical conditions
could be explaned by their weak reactivity dunng the
oxidative addition step. The use of Pd{dppf)Cl,-CH,Cl, as
catalyst and cesium carbonate or potassium carbonate as
base sigmficantly improved the wields (Table 1. entry 6:
Table 3. entries 2 and 3) Such good results can be
explamned, firstly, by the electron-rich phosphine of
Pd{dppf)Cl,-CH,Cl, which promotes the oxidative addition
and facilitates transmetalation and reductive elimination
processes.'” Moreover. we have observed that Ag(I) salts
significantly enhance Suzuki-Miyaura cross coupling
yields (Table 1, entry 8; Table 2, entry 5; Table 3, entry 4:
Table 4. entry 2) by improving the reactivity of
mimethylboroxine during the transmetalation step and
activating the precatalyst Pd{dppf)Cl;-CH,Cl; via trapping
of CI". As already stated, a combination of silver(I) salt and
an inorgamc base accelerates the B-to-Pd alkyl transfer step
of the catalytic cycle and thus accelerates the overall
reaction rate.”

In conclusion. the methylation study of imidazo[1.2-a]-
pyvrazine, inudazo[1.2-ajquinoxaline, and pyrazolo[1.5-a]-
quinoxaline allows us to highlight the high value of a good
general catalvtic system to be used under microwave
irradiation: tnimethylboroxine, Pd(dppf)Cl;-CH,CL, K,COs,
and Ag,O in THF. This system leads to good yields. and
the reaction 1s clean and proceeds quickly.

Table 4. Screening of reaction parameters for the methylation of 1-bromo-N-methylimidazo[1,2-a]quinoxalin-4-amine (7)*

; i : : Yield
- i g | r o T
Enfry Catalyst Base (2 equiv) Solvent Time, nun Power, W of omd 8, %
| Pd{PPhz)s (5 mol %) Na,CO; DME-H.0, 2:1 20 30 4
2 Pd(dppf)Cly-CH:Cl; (10 mol %) K:CO; + ApO (2 equiv) THF x5 300 39

* Molar ratio compound 7—TMB . 1:1.1. Temperamre settmg 140°C.
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Experimental

'"H and “C NMR spectra were obtained on Bruker
AC-400 (400 and 100 MHz. respectively) and AC-600
(PC NMR spectrum of compound 6 only. 150 MHz)
spectrometers; the residual dimethylsulfoxide (2.46 ppm
for 'H nuclet and 40.0 ppm for °C nuclei) or chloroform
(7.28 ppm for 'H nuclei and 77.01 ppm for C nuclei)
signal was used as reference. “C signals were assigned
using '"H-*C HMBC and 'H-"C HMQC methods. Mass
spectra were obtamned on a Waters Micromass Q-Tof
spectrometer equipped with ESI source operating in
positive mode at 50-1500 Da; capillary and cone tension
were 3000 and 20 V. respectively. High-resolution mass
spectra were obtained by direct introduction of the sample
on a Waters Synapt G2-5 mass spectrometer equipped with
ESI source operating in posttive mode at 100-1500 Da; the
capillary and cone fension were 1000 and 30 W,
respectively; the source and desolvation temperatures were
120 and 250°C. respectively. Microwave-assisted organic
syntheses were performed on a Biotage Imtiator 2.0
microwave synthesizer; reaction time and temperature were
set and power was automatically adjusted; the pressure was
a dependent parameter of the reaction and was merely
registered. The reaction products were purified on a
Biotage HPFC system. All purchased chenucals were used
without further purification. The synthesis of compounds 1,
3. 5. and 7 have been described pr\rr:ﬂ.-'iﬂu:-313".3'14

Methyvlation of 3-bromo-NV-methvlimidazo[l.2-a]-
pyrazin-S-amine (1}, 3-bromoimidazo[l.2-a]pyrazin-
S-amine (3). 3-bromo-N-methvlpyrazolo[l.5-a]quinoxa-
lin-4-amine (5), and l-bromo-V-methylimidazo[l.2-a]-
quinoxalin-4-amine (7) (General procedure). Method 1
(Pd(PPh;); catalyst). Bromine denivative 1. 3. 5. or 7
(100 mg). TMB (1.1 equiv). the selected base (2.0 equiv).
and tetrakas(triphenylphosphine)palladium  (0.05 equiv)
were charged into a microwave flask. An appropriate
solvent or solvent mixture (7 ml) was added. The flask was
sealed and submutted to nucrowave wradiation. the
synthesizer being set to keep constant temperature at 140°C
for 20 min with magnetic stirring. The reaction nuxture
was allowed to coel down to room temperature and then
filtered on a Celite pad and washed with ethanol. The
filtrate was concentrated under reduced pressure. The crude
muxture was purnified by flash chromatography to obtam the
desired compound (elution with cyclohexane—AcOEt. 3:7
to 1:9).

Method II (Pd{dppf)Cl, CH:Cl. catalyst). Bromine
derivative 1. 3. or 5 (100 mg). TMB (1.1 equw). the
selected base (2.0 equiv). and [1.1-bis(diphenylphosphmo)-
ferrocene]dichloropalladium(IT) dichloromethane complex
(0.1 equiv) were charged into a mucrowave flask An
appropriate solvent or solvent muxture (7 ml) was added.
The reaction was carried out and worked up as in method 1

Method II (Pd{dppf)Cl:- CH.Cl—Ag:,O catalyst). Bronune
denvative 1. 3. 5. or 7 (100 mg), TMB (1.1 equiv).
potassium carbonate (2.0 equiv), silver oxide (2.0 equiv),
and [1.1-bis(diphenylphosphino)ferrocene]dichloropalla-
dum(Il}) dichloromethane complex (0.1 equiv) were

charged mnte a microwave flask Tetrahyvdrofuran was
added (7 ml). The flask was sealed and submitted to micro-
wave irradiation to reach temperature of 140°C for 5 min
with magnetic stiming (single mode Biotage) As the
delivered power reached 300 W_ the microwave synthesizer
automatically turned off A second run set to temperature
140°C for 5 mun was done. The workup was carried out as i
method L.

N.3-Dimethylimidazo[l.2-a]pyrazin-S-amine (2)*° Beige
solid. mp 165-166°C. "H NMR spectrum (DMSO-ds). 5. ppm
(J. Hz): 2.39 (3H. s, CHs): 2.92 (3H. d. J = 6.0, NHCH:):
725 (1H. s. H-2); 730 (1H. d. 7= 8.0, H-6); 733-7.34 (1H,
m. NH); 7.51 (1H. d. J = 8.0. H-5). “C NMR spectrum
(DMSO-ds). 8. ppm: 89 (CHs); 27.6 (NHCH:); 1077
(C-5): 123.0 (C-3): 128.3 (C-6); 129.7 (C-2): 132.9 (C-8a):
1499 (C-8). Mass spectrum. m/z: 162.9 [M+H] . Found.
miz: 163.0986 [M+H]". C;H,;N,. Calculated. m/z: 163.0978.

3-Methylimidazo[1,2-a]pyrazin-8-amine (4)."° Beige
solid. mp 238-239°C. 'H NMR spectrum (DMSO-ds).
&, ppm (J. Hz): 2.39 (3H. s. CH;); 6.78 (2H, s, NH;); 7.22
(1H. d. J = 8.0, H-6): 728 (1H. 5. H-2); 7.55 (1H. d.
J= 8.0, H-5). ¥C NMR spectrum (DMSO-d,). 5. ppm: 8.9
(CHs): 108.4 (C-5): 123.0 (C-3): 128.3 (C-6): 130.2 (C-2):
1321 (C-8a); 150.7 (C-8). Mass spectrum. m/z: 1492
[M+H]". Found, m/z: 149.0828 [M+H] . C;HgN4 Calcu-
lated. m/z: 1490822

N.3-Dimethvlpyrazolo[l.5-a]quinoxalin-4-amine (6).
White solid. mp 171-173°C. 'H NMR spectrum (CDCl:).
5. ppm (J. Hz): 2.55 (3H. s. CHs): 3.24 (3H. d. J = 40,
NHCH;): 5.18 (1H. s. NH): 7.28-7.33 (1H. m. H-8); 7.37—
7.40 (1H. m, H-7): 7.70 (1H. d. 7= 8.0. H-9): 7.75 (1H. .
H2): 825 (1H. d. J = 80, H6). 5C NMR spectrum
(CDCL). 5. ppm- 10.5 (CH:): 28.1 (NHCH;): 109.7 (C-3):
1142 (C-9): 123.8 (C-7): 125.1 (C-6); 126.1 (C-5a); 1263
(C-8): 1268 (C-3a): 136.7 (C-9a): 1416 (C-2); 1504
(C-4). Mass spectrum. m/z: 213.1 [M+H]". Found. m/z:
213.1141 [M+H]". C;;H;;N,. Calculated, m/z: 213.1135.

N 1-Dimethvlimidazo[l.2-a]quinoxalin-4-amine (ch
White solid, mp 186-187°C_'H NMR spectrum (DMSO-ds).
5. ppm (J. Hz): 2.87 (3H. s. CHs): 3.15 (3H. d. J = 4.0,
NHCH;): 7.42-7.46 (1H. m. H-8); 7.51-7.55 (2H. m, H-7):
783 (1H. d. /=8.0, H6): 822 (1H. dd. /=12 J=8.0,
H-9): 9.43 (1H. s. NH). “C NMR spectrum (DMSO-ds).
5. ppm: 13.9 (CH:): 27.6 (NHCH;): 1158 (C-9): 1226
(C-8); 1263 (C-7): 126.6 (C-9a). 1268 (C-6); 1272
(C3a): 1313 (C-2): 1335 (C-1): 1381 (C-5a): 1484
(C4). Mass spectrum. miz: 2129 [M+H]". Found. m/z:
213.1064. CoH 3Ny Calculated, mfz: 213.1135.

We would like to thank the Société d’Accélération du
Transfert de Techmologies (SATT AxLR) for financial
support to C.P. and the Lebanese University for financial
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Biotage for lending us a HPFC system.
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1.3 Résultats complémentaires sur la série pyrazolo[1,5-a]quinoxaline

En vue d’augmenter la diversité structurale de la série des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines, nous avons
¢galement introduit des groupements méthyles en position 7 et 8 en utilisant des fluoroanilines

substitués ce qui nous permet, par la suite, d’élargir le champ des études de structure-activité.

R1

_— \

HOOC R NH R/z z
=N socl, MNJ“\ 2 2Ry \ NaH, DMA j@[

~ ~N ~
reflux,18h N NaHMDS, THE, 5h reflux 48h R,
o) 5.23a:R1=H, R,=H 5.24a: R, = H R2—H
5.22 5.23b: R1 = CH3, Rz =H 5.24b : R1 _ CH3, Rz =H

5.23c : R, = H, R,=CHj

N=
1
POCI, R1I:[N W CH3NH2 ou (CH3),NH j@i
—_—
—

5.24c : R, =H, R,=CH,

N,N-diéthylaniniline Ry N Cl EtOH NRR'

M.O (15 min, 130 °C) M.O (150 °C, 30 min)
5.25a:Ry=H, Ry=H 5.26a: R;=H,R,=H,R=H, R =CHj4
5.25b: Ry =CHj3, R, =H 5.26a" R;=H,R,=H,R=R'=CHj
5.25c : R1 = H, R2 = CH3 5.26b : R1 = CH3’ R2 = H’ R = H, R' = (:H3

5.26b": Ry = CH3, R, =H,R=R'=CHjs
5.26c : R;=H, R, =CH3, R=H, R'=CHj4
5.26¢c": Ry =H, R, =CH3;, R=R'=CHj,

5.26a NBS, CHCI; Rt
5.26b —
reflux, 2h
5.26¢ NHCH,

5.27a:R;=H, Ry=H
5.27b : Ry = CH3, R, = H
5.27¢:R;=H, R,=CHs

Schéma 84 : Synthése des dérivés de pyrazolo[1,5-a]quinoxaline

2. Evaluation de Deffet immunomodulateur des premiéres molécules

synthétisées

Les premicres molécules synthétisées ont été évaluées pour leur effet agoniste et/ou antagoniste TLR7
et TLRS au sein de 1’équipe d’Immunologie de la Faculté de Santé Publique II, Fanar, de I’Université
Libanaise. Leur activité immunomodulatrice est mesurée sur une lignée de cellules HEK293 (human

embryonic kidney, Invivogen®) exprimant le TLR7 ou le TLRS et cette activité est comparée a celle
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de trois molécules de référence : I’imiquimod (agoniste TLR7), le CL264 (agoniste TLR7) et le
résiquimod (agoniste TLR7/8).

2.1 Le mode¢le expérimental

Nous avons utilisé des cellules HEK-Blue™ hTLR7/hTLRS8 exprimant soit le TLR7 soit le TLRS. Ces
cellules sont fournies par Invivogen®™ et elles sont obtenues suite a une co-transfection des cellules
HEK?293 par un geéne codant pour le TLR7 ou le TLR8 humain et par un plasmide pNiFty3-AN-SEAP
codant pour la phosphtase alcaline embryonnaire SEAP (Secreted Embryonic Alkaline Phosphatase).
Le geéne rapporteur SEAP est sous le controle du promoteur minimal IFN-B fusionné a cinq sites de
liaison NF-kB et AP-1. La stimulation du TLR7 ou TLRS par leurs ligands (agoniste ou antagoniste)
conduit & I’activation/inhibition du facteur de transcription NF-kB qui va migrer vers le noyau pour
induire I’expression et la sécrétion de la phosphatase alcaline embryonnaire. Cette dernicre sera

sécrétée dans le surnageant des cellules traitées (figure 50).

m

Ligands chimiques TLR7 ou TLRS Endosome
Cytoplasme
P
kB

e i

NF-kB Activation du NF-kB

Noyau

Sécrétion de la phosphatase
NF-kB ‘ SEAP alcaline dans le surnageant
des cellules traitées

Figure 50 : Sécrétion de la phosphatase alcaline embryonnaire (SEAP) suite a la stimulation du TLR7
ou TLRS par des ligands chimiques dans les cellules HEK-Blue™ hTLR7/hTLRS.
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2.2 Evaluation in vitro de ’activité agoniste TLR7 et TLRS8

Nous avons adopté le protocole expérimental déja décrit dans la littérature et par les fournisseurs pour
quantifier I’induction du NF-kB dans les cellules HEK-Blue™ hTLR7/hTLRS8 [137]. Ce protocole
consiste a faire incuber les cellules a une concentration de 10° cellules/ml, dans un volume de 180
pl/puit en utilisant une plaque de 96 puits, dans un milieu de culture DMEM contenant des
antibiotiques sélectifs (blasticidine et zéocine). Ces cellules sont ensuite stimulées avec de différentes
concentrations des produits a tester allant de 10° & 10°*M pour 24h. Aprés, 20 pl du surnageant de
chaque puit est incubé en présence du substrat de la phosphatase alcaline (solution Quanti-blue) a 37
°C pendant 1 h et l'absorbance est lue a 620 nm. Cette derni¢re est proportionnelle a I’intensité de la
coloration, c'est-a-dire a la quantit¢ de la phosphatase alcaline sécrétée. L’ECs, (concentration d'un
composé ou 50 % de I'effet maximal est observé) est déterminée graphiquement (par graphpad prism)
a partir de la courbe donnant I’induction relative de NF-kB spécifique du TLR7 ou TLR8 humain en
fonction de la concentration du produit testé. Le CL264 est utilis¢ comme contrdle positif dans les
tests d’agonistes TLR7, par contre le résiquimod est utilis¢é comme contréle positif dans les tests

agonistes TLRS.

2.2.1 Résultats des études de Deffet agoniste sur les cellules HEK-Blue™ hTLR7 et hTLRS

Les premicres voies de synthése décrites précédemment dans les séries imidazo[1,5-a]quinoxalines et
pyrazolo[1,5-a]quinoxalines nous ont fourni une premiere librairie de molécules a tester. Au préalable,
des essais de cytotoxicité en utilisant le test MTT ont été réalisés sur le model in vitro utilisé. Aucun
effet cytotoxique n’a été démontré pour la gamme de concentrations testée. Un criblage est réalisé sur
les lignées cellulaires HEK-Blue™ hTLR7 et hTLRS afin de sélectionner les produits présentant un
effet agoniste TLR7 et/ou TLRS.

Le CL264, molécule de référence, est testé sur la lignée cellulaire HEK-Blue™ hTLR7. La courbe
représentant 1’induction relative du NF-kB en fonction de la concentration nous a permis de calculer

une ECso de 1.12 £0.53 uM pour le CL264 (figure 51).
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NH

O
HO

CL264

Figure 431 : Structure chimique du CL264

Par contre le resiquimod est testé sur la lignée cellulaire HEK-Blue™ hTLRS, puisque comme nous
I’avons mentionné précédemment, c’est un agoniste TLR7 et TLR8. A partir de la courbe illustrant
I’induction relative du NF-kB en fonction de la concentration en resiquimod, nous avons calculé une

ECsode 5.92 £0.31 uM (figure 52).

=g
g
\‘

\ 7/

® O
N” “NH,CI

Resiquimod
Figure 442 : Structure chimique du résiquimod

Aucun des composés cibles de la série des imidazo[l,5-a]quinoxalines et des pyrazolo[1,5-
alquinoxalines, n'a présent¢ d’activité agoniste sur les lignées cellulaires HEK-Blue™ hTLR7 et

hTLRS, dans l'intervalle des concentrations testées (107 a 10 M).

2.3 Evaluation in vitro de ’activité antagoniste sur les cellules HEK-Blue™ hTLR7

Comme nous 1’avons déja abordé dans le chapitre II, les données disponibles sur de petites molécules
antagonistes de TLR7 et TLRS sont relativement réduites. Jusqu’en 2016, les seules molécules
possédant une activité antagoniste TLR7 ou TLR7/8 sont celles décrites par Shukla et coll. (figure 34-
35). Parmi la premiére librairie de molécules, nous avons choisi de tester I’activité antagoniste TLR7

des composés possédant uniquement une similarité structurale avec ceux publiés par Shukla et coll.

124



Les composés 5.28a-d avec un substituant en position 3 de la série des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines

ont été sélectionnés pour le test antagoniste TLR7 (figure 53).

N= N= N= OCHs N=

N/ N/~ 0O N_/ N_/
(X L~ X oo [

~ — ~ —~

N” "NHCH, N™ "NHCH,4 N” "NHCH, N” "NHCH,

5.28a 5.28b 5.28¢c 5.28d

Figure 453 : Les composés de la série des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines testés pour leur activité
antagoniste TLR7.

Nous avons appliqué le méme protocole expérimental décrit par Shukla et coll. [193]. Ce protocole
consiste a faire incuber les cellules a une concentration de 1.2x10° cellules/ml, dans un volume de 100
w/puit en utilisant une plaque de 96 puits, dans un milieu de culture DMEM contenant des
antibiotiques séléctifs (blasticidine et zéocine). Ces cellules sont ensuite stimulées avec une
concentration de lpg/ml du CL264. Parallelement a la stimulation, différentes concentrations des
produits a tester ont ¢été ajoutées au milieu cellulaire. Apres 24 h, 20 pl du surnageant de chaque puit
est incubé en présence du substrat de la phosphatase alcaline (solution Quanti-blue) a 37 °C pendant 1
h et I'absorbance est lue a 620 nm. Cette derniére est proportionnelle a I’intensité de la coloration,
c'est-a-dire a la quantité de la phosphatase alcaline sécrétée. Le 1Csy (concentration inhibitrice d'un
composé ou 50 % de I'effet maximal est inhibé) est déterminée graphiquement a partir de la courbe
donnant I’induction relative de NF-kB spécifique du TLR7 humain en fonction de la concentration du

produit testé.

2.3.1 Résultats des études de Deffet antagoniste sur les cellules HEK-Blue™ hTLR7
Les produits testés ont montré une faible activit¢ antagoniste TLR7. Les ICsy moyennes et les écarts

types correspondants de chaque produit testé in vitro sur la lignée HEK-Blue™ hTLR?7 sont indiqués

dans le tableau 3.
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Tableau 3 : Tableau montrant 1’activité antagoniste TLR7 de la série des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines.

N=
N_ /R
e
N™ "NHCH;
Composé R Formule brute ICs5y (uM)* TLR7
5.28a s CyHpuN, 32+9.89
(@]
5.28b | ) CsH,N,O 37 +4.24
o~
5.28¢ “3001:(‘% C1oH;sN,O, 98 +2.82
H3;CO
5.28d CH;- C,H N, 81 +22.62

*Les valeurs des ICs sont les moyennes de 3 expériences indépendantes avec les écarts types

3. Activité inhibitrice IkB kinase (IKKs)

Une des thématiques de recherche de notre laboratoire est la synthése des inhibiteurs des IKKs (IkB
kinases). Le complexe enzymatique IkB kinase (IKK) fait partie de la signalisation du NF-kB. La
protéine IkBa (inhibiteur de kappa B) inactive le facteur de transcription NF-kB en masquant les
signaux de localisation nucléaire NLS (Nuclear Localization Signals) des protéines NF-kB et en les
maintenant séquestrés dans un état inactif dans le cytoplasme. Les IKKs phosphorylent la protéine
IxBa inhibitrice. Cette phosphorylation conduit a la dissociation d’IkBa du facteur de transcription
NF-kB. Ce dernier, qui est maintenant libre, migre dans le noyau et active 1'expression des génes anti-
apoptotiques, inflammatoires ainsi que d’autres génes.

En 2016, notre équipe a synthétisé des imidazo[l,2-a]quinoxalines qui ont montré une activité
inhibitrice importante des IKKs et surtout de la sous-unit¢ IKK2 [250]. Comme nous I’avons déja
mentionné dans le chapitre [, les IKKs interviennent, également, dans la signalisation des TLR7 et 8
(figure 15). La stimulation de ces derniers, par un agoniste, conduit a I’activation des IKKs. Ces
kinases vont activer le facteur de transcription NF-kB qui va migrer dans le noyau pour induire
I’expression et la sécrétion des cytokines proinflammatoires. Cet intervention des IKKs dans la
signalisation des TLRs nous a permis d’élaborer I’hypothése suivante : la diminution de 1’induction
relative du NF-kB obtenue dans le cas des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines (tableau 4) peut étre due a une

inhibition des IKKs et non a un effet antagoniste TLR7, vu la similarité structurale entre les
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pyrazolo[1,5-a]quinoxalines et les imidazo[1,2-a]quinoxalines. Nous avons alors testé tous les
produits synthétisés pour leur activité inhibitrice IKKs. Le BMS-345541 inhibiteur sélectif de 1'IKK?2,
est utilisé comme référence.

Aucun des produits testés n’a montré d’activité inhibitrice IKKs significative a une concentration de
10 uM. Ce manque d'activité peut étre di a 1'absence d’un groupement méthyle en position 7 ou 8 de
I'imidazo[1,5-a]quinoxaline, qui est impliqué dans des interactions avec la poche de liaison d’ATP des
IKKs. Pour les dérivés pyrazolo[1,5-a]quinoxaline, I'absence d'activité pourrait étre due a I'absence de
substitution en position 2. La substitution en position 3 n'est pas engagée dans des interactions avec le
site de liaison d’ATP. La présence d'un groupement méthyle en position 7 ou 8, sans substitution en
position 2, n’est pas suffisante pour permettre l'inhibition des IKKs. Des modifications

supplémentaires pour ces séries semblent nécessaires pour améliorer les activités inhibitrices IKKs.
Les résultats de ce travail ont fait I’objet d’une publication intitulée « Imidazo[l,2-a]pyrazine,

Imidazo[1,5-a]quinoxaline and Pyrazolo[1,5-a]quinoxaline derivatives as IKK1 and IKK2 inhibitors”

dans European Journal of Medicinal Chemistry.
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The transcription nudear factor NF-kB plays a pivotal role in chronic and acute inflammatory diseases.
Among the several and diverse strategies for inhibiting NF-xB, one of the most effective approach
considered by the pharmaceutical industry seems to be offered by the development of IKK inhibitors.In a
former study, two potential IKK2 inhibitors have been highlighted among a series of imidazo[1,2-a|
quinoxaline derivatives. In order to enhance this activity, we present herein the synthesis of twenty-one

new compounds based on the imidazo|12-alpyrazine, imidazo|1,5-a]quinoxaline or pyrazolo[1,5-a|
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quinoxaline structures, Their potential to inhibit IKK1 and IKK2 activities is also tested.

© 2017 Elsevier Masson SAS, All rights reserved.

1. Introduction

The transcription nuclear factor NF-xB plays a key role in many
physiological processes, such as chronic and acute inflammation,
through its ability to induce transcription of pro-inflammatory
genes |1.2]. It regulates inter- and intra-signalling, cellular stress
responses, as well as cell growth, survival and apoptosis. In fact, NF-
kB activation increases expression of the E-selectin adhesion mol-
ecules, VCAM-1 and ICAM-1 |3]. NF-kB inhibition reduces leuko-
cyte adhesion and transmigration. Moreover, synthesis of
cytokines, such as TNF-g, IL-1J, IL-6, IL-8, and the expression of
COX-2 |4] are also mediated by NF-xB |5,6]

It is now well-known that the activation of NF-xB by extracel-
lular agents depends on the phosphorylation and degradation of
the inhibitory lkB proteins (lkBz). Their phosphorylation is ensured
by IKK (IkB kinase) which contains two catalytic subunits [KKa

* Comesponding authoc
E-mail address: pierre-antoine bonnet@umontpellier.fr (P-A, Bonnet).
! Thesa authors contribute equally to this work.

http:fjdx. doiorg/10 1016/).ejmech 2017.07.021
0223-5234{o 2017 Elsevier Masson SAS. All rights reserved,

(IKK1) and IKKf (IKK2). The degradation of IxBx by IKK releases NF-
kB from the [kBa/NF-kB complex into the cell, where it translocates
to the nucleus and activates a number of specific genes |7.8].

NF-kB is highly activated at sites of inflammation in diverse
diseases, e.g. rheumatoid arthritis [9], multiple sclerosis [10],
asthma [ 11], inflammatory bowel disease [12] and cancers [13,14].
One of the therapeutic strategies aimed at blocking NF-«f} activity
consists in modulating the IKK expression |15,16]. Even if IKK1
activity inhibition does not have the same pathophysiological
outcomes as the IKK2 activity inhibition, IKK resides at a key
convergence site for multiple signalling pathways that lead to NF-
kB activation |17 ). That is why IKK represents a potential target for
the treatment of a variety of inflammatory disorders. Many selec-
tive or non-selective [KK inhibitors have already been described
and developed based, for example, on quinazoline [18,19], indole-
carboxamide [20], arylpyridine [21,22], benzoimidazole [2324],
pyrazoloquinoline [25.26] {cf. Fig. 1). Small molecules including
sulfasalazine, its salicylate moiety |27.28] and aspirin [29,30], could
be cited as nonsteroidal ant-inflammatory drugs with IKK inhib-
iting properties.

In a former study, we highlighted two potent IKK2 inhibitors
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based on the imidazo|1,2-a]quinoxaline heterocycle which were
compared to BMS-345541 (cf. Fig. 2) |31]. Here, we present the
synthesis of new imidazo|1,2-a]pyrazine, imidazo|1,5-a]quinoxa-
line and pyrazolo|1,5-a]quinoxaline derivatives and their biological
evaluation as potential IKK1 and IKK2 inhibitors.

2. Results and discussion
2.1. Synthesis of imidazo[ 1,2-a Jpyrazine derivatives

Several synthetic pathways to obtain imidazo[1,2-a]pyrazine
derivatives have been described in the literature [ 3234 ]. We chose
to focus on the following one (cf. Scheme 1), because of the diverse
substituents we wanted to graft on positions 1 and 4 |35], Starting
material 3-bromo-8-chloroimidazo| 1,2-a]pyrazine is commercially
available and cheap. Methylamine or ammoniac is first introduced
in position 4 under microwave assistance without shifting the
bromine to obtain compound 1a or 1b, respectively. A methyl or
aryl group isthen introduced by the Suzuki-Miyaura cross-coupling
reaction with the trimethylboroxine or the approprate aryl boronic
acid in presence of carbonate salt and palladium catalyst under
microwave irradiations to fumish compounds 2a, 2b or 2c A
deprotecting step is engaged if necessary with boron tribromide in
dichloromethane to regenerate the hydroxyl groups on the aryl
moiety to afford 3a and 3b.

2.2, Synthesis of imidazof 1,5-a Jquinoxaline derivatives

Imidazo|1,5-aJguinoxaline derivatives were prepared according
to two synthesis strategies previously described [36]. The first
strategy is depicted in Scheme 2. The treatment of ortho-fluoroni-
trobenzene with 2-methylimidazole with an excess of potassium
carbonate gave compound 4 in 92% yield. Attempted reduction of
the nitro group resulted in the formation of compound 5 with 94%
yield. The formation of the tricyclic compound 6 was obtained after
addition of carbonyldiimidazole by intramolecular cyclization of 5.
The chlorination of 6 by phosphorus oxychloride and substitution
by methylamine afforded compound 8 with 79% yield.

The second strategy for the synthesis of imidazo[1,5-a]qui-
noxaline derivatives is illustrated in Scheme 3. Carbonylimidazole
dimer 9 resulted from the bimolecular condensation of the
commercially available 4-imidazole carboxylic acid in presence of
thionyl chlonde. Compound 9 was coupled with ortho-fluoroaniline
to give the intermediate 10. The tricyclic compound 11 was ob-
tained via an intramolecular cyclization of 10 under strong basic
conditions. Treatment of compound 11 with phosphorus oxy-
chloride and N, N-diethylaniline gave compound 12. Displacement
of the chlorine of 12 with methylamine to afford compound 13 was
effected under microwave assistance. The bromination of com-
pound 13 by N-bromosuccinimide led to compounds 14a, 14b and
14c.

2.3. Synthesis of pyrazolo[1,5-aquinoxaline derivatives

1H-Pyrazolo|1,5-aJguinoxaline derivatives were prepared ac-
cording to the procedure presented in Scheme 4. Carbonylpyrazole
dimer 15 resulted from the bimolecular condensation of the
commercially available 3-pyrazole carboxylic acid in presence of
thionyl chloride. Product 15 was coupled with either ortho-fluo-
roaniline or 2-fluoro-4-methylaniline or 2-fluoro-5-methylaniline
to give the intermediates 16a, 16b and 16c, respectively. The tri-
cyclic compounds 17a, 17b and 17¢ were obtained via an intra-
molecular cyclization of 16a, 16b and 16c, respectively, under
strong basic conditions. Treatment of compounds 17a, 17b and 17c
with phosphorus oxychlonde and NN-diethylaniline gave

compounds 18a, 18b and 18c, respectively. Displacement of the
chlonne of 18a, 18b and 18c with methylamine or dimethylamine to
give compounds 19a, 19b/b’ and 19¢/c’ was effected under micro-
wave assistance. The bromination of compounds 19a, 19b and 19¢
by N-bromosuccinimide led to compounds 20a, 20b and 20c,
respectively.

24, IKK1 and IKK2 activities inhibition of imidazopyrazine,
imidozoquinoxalines and pyrazologuinoxaline derivatives

The imidazoquinoxaline derivative EAPB0O3103-8d was tested
for its in vitro antiproliferative activity on the human melanoma cell
line A375. lts 1Csp, measured according to reference |37], was
determined to be in the micromolar range with a value of 5.39 pM
and a maximum of inhibition of 66%. Furthermore, the human
monocytic leukemia THP1 cell-line is highly sensitive to the inhi-
bition of production of the pro-inflammatory cytokine TNF alpha
|38]. We took advantage of this cell property to assess the effect of
the newly synthesized imidazo|1,2-a]quinoxalines, the inhibitory
effects on TNF-« production of both EAPB03103-8d and EAPBO303-
8d at 10 pM were determined on this cell line, after LPS and
interferony activation, with values of 40% + 1.6 and 45% + 3.1,
respectively.

The IKK1 and IKK2 activities inhibition by the newly synthesized
compounds was tested according to the ZO-LYTE® Screening Pro-
tocol performed by the SelectScreen™ Biochemical Kinase Profiling
Service of Invitrogen™, The protocol conditions and assays are
detailed as described in the previous publication [31]. The ability of
our imidazopyrazine, imidazoguinoxaline and pyrazologuinoxaline
derivatives at 10 pM to inhibit IKKs is depicted in Table 1. BMS-
345541 was selected as a reference standard because it had been
previously demonstrated as a selective IKK2 inhibitor [39].

We first designed a series of imidazo| 1,2-a|pyrazine derivatives.
When we suppress the methylaryl moiety of EAPB 03103-8d and
EAPB 0303-d compounds, the [KK1 inhibition of compounds 1a and
2c remains low (entries 1 and 2, Table 1). Nevertheless, we observe
a loss of IKK2 activity compared to our best former compounds. If
we replace the methylamine group by an amino group, the results
are similar for compound 1b (entry 3, Table 1).

By replacing the methyl group in position 1 by a steric hindered
aryl moiety, such as a dimethoxyaryl or dihydroxyaryl groups, any
IKK1 or IKK2 inhibition is observed for compounds 2a and 3a
(entries 4 and 5, Table 1). Results are the same with a methylamine
or an amine in position 4, as shown with 2band 3b (entries 6 and 7,
Table 1).

As we noticed that the suppression of the methylaryl group of
the quinoxaline did not led to good results, we then prepared a
series of five new imidazo|[1,5-a]quinoxaline derivatives. The
intranuclear nitrogen atom was switched from position 3 to 2. If we
supress the methyl on position 8 but keep the methyl or bromine on
position 1 (compounds 8 and 14b), we loss the IKK1 as well as IKK2
inhibition activities. If the bromine is on position 3, results for 14a
are not modified. With a bromine atom on position 1 and another
one on position 3, inhibitions remain the same for compound 14¢.
Without substituent except the methylamine group on position 4,
compound 13 does not exhibit different results.

Taking into account those low percentages of inhibition, we
then tumed our attention to the synthesis of pyrazolo|1,5-a]qui-
noxaline derivatives. The nitrogen atom is placed on position 1, so
no substituent could be added on it. Without a methyl group on the
quinoxaline ring, compounds 18a and 183" show loss of IKK1 and
IKK2 inhibitions, even if we graft a dimethylamino group instead of
the methylamino group. When a methy! group is introduced on
position 7 or 8, we do not obtain better results for compounds 18b,
18b°, 18¢, 18¢’. The introduction of a bromine or a methyl group on
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Fig. 1. Structures of some selective IKK inhibitors.
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BMS=345541 EAPB0O3103-8d EAPBO303-8d

Compounds % of IKK1 inhibition % of IKK2 inhibition
BMS-345541 8§+28 64+1.4
EAPB03103-8d 13+0.7 72 +0.7
EAPB0303-8d 1+49 65+1.4

Fg. 2 Structures and biclogical activities of BMS-345541 and our previous described compounds tested at 10 phL

position 3, with or without a methyl on position 7 or 8, gives any
interesting modification with compounds 19a, 19b, 19¢.

Despite that our structures have structural similarities with
imidazo|1,2-a]guinoxalines previously described [31| and BMS-
345541, they do not exhibit any inhibitory activity on IKK1 and
IKK2. This lack of activity may be due to the absence of a methyl
group on position 6 or 7 of the imidazo|1,2-a |pyrazine derivatives
or on position 7 or 8 of the imidazo[1,5-a]quinoxaline, which is
involved in binding with the ATP binding pocket of IKK [31]. For the
pyrazolo|1,5-a]quinoxaline derivatives, the absence of activity
could be due to the absence of substitution at position 2, which is

recognized to be important for IKK inhibition by BMS-345541.
Actually, for our pyrazolo[1,5-a|quinoxaline derivatives, we hy-
pothesized that substitution at position 3 is not involved in the IKK
inhibition activity at the ATP binding site. The presence of a methyl
group at position 7 or 8 without C2 substitution could not be
sufficient for IKKs inhibition.

3. Conclusion

The synthesis of twenty-five new imidazo| 1,2-a|pyrazine, imi-
dazo|1,5-a]guinoxaline and pyrazolo|1,5-a]quinoxaline derivatives
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Scheme 2. Synthesis of imidazo|1,5-a]quinaxaline derivatives: (a) MeCN, reflux, 24 h; (b) NHa-NH;. Ha0, Pd/C, EtOH, reflux, 1 h; (c) CDL, PhCly, reflux, 4 h; (d) POC, DEA, MW
{130 *C, 15 min); {e) CH3yNH,, EfOH, MW (150 °C, 30 min}.
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Scheme 3. Synthesis of imidazo|15-a]quinoxaline derivatives: (a) SOCL, reflix, 18 h; (b) NaHMDS, THE, 5 h; (c) NaH, DMA, reflux, 48 h; (d) POCls, DEA, MW (130 °C, 15 min); (&}
CHNH,, EFOH, MW (150 =C, 30 min); (f) NES, CHCly, reflux, 2 h.

are first described by using microwave assistance. Their biological nitrogen atom in the imidazole ring are most of the considered
evaluations as potential IKK1 and IKK2 inhibitors are then pre- modifications. In spite of the diverse changes, the new compounds
sented. Variations of the substituents and their placements, sup- do not show similar or better results than our previous best mol-

pression of a part of the quinoxaline and the placement of the ecules EAPB03103-8d and EAPB0303-8d. Additional modifications,
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Scheme 4. Synthesis of pyrazolo| 1,5-ajquinoxaline derivatives: {a) SOCI, reflux, 18 h; (b) NaMMDS, THF, 5 h; (c) NaH, DMA, reflioe, 48 h; (d ) POCly, DEA, MW (130 “C, 15 min); (e}

CHyNH; or (CH3 uNH, ErOH, MW {150 °C, 30 min); (F) NBS, CHCl5, reflux, 2 h

for these three series, appear to be required in order to maintain or
enhance IKK inhibition activities.

4. Experimental part
4.1. General

All purchased chemicals were used without further purification.
Chemicals were purchased from Sigma Aldrich Chemical Co., Alfa
Aesar Co, VWR and FluoroChem UK. Silica gel chromatography was
conducted with 230-400 mesh 60 A silica gel (Sigma Aldrich
Chemical Co.). Thin layer chromatography plates (Kieselgel 60
F254) were purchased from Merck. The progress of reaction was
monitored by TLC exposure to UV light {254 nm and 366 nm).
Microwave assisted organic syntheses were performed on the
Biotage Initiator 2.0 Microwave. 'H and '*C NMR spectra were ob-
tained on Britker AC-300 and AC-400 spectrometers. Chemical
shifts are given as parts per million (ppm) using residual dime-
thylsulfoxide signal for protons (dppso = 2.46 ppm) and carbons
(bpnaso = 40.00 ppm). Abbreviations used for signal patterns are the

following: s, singlet; d, doublet; t, triplet; g, quartet; m, multiplet.
Mass spectral data were obtained on a Micromass Q-Tof (Waters)
spectrometer equipped with ESI source (Laboratoires de Mesures
Physiques, Plateau technigue de I'Institut des Biomolécules Max
Mousseron, Université de Montpellier, Montpellier, France). Mass
spectra were recorded in positive mode between 50 and 1500 Da,
capillary and cone tension were 3000 and 20 V, respectively.

42 3-bromo-N-methylimidazo| 1.2-aJpyrazin-8-amine (1a)

A 33% (w/v) ethanol solution of methylamine (54 mL,
130.55 mmol ) was added to a solution of 3-bromo-8-chloroimidazo
|1,2-a]pyrazine (500 mg, 2.15 mmol) in ethanol in a microwave-
adapted wvial. The reaction was submitted to microwave irradia-
tions during 20 min at 140 “C. The solvent was removed under
reduced pressure. The crude mixture was dissolved in ethyl acetate
and successively washed with saturated aqueous chloride ammo-
nium, distilled water and finally brine. The organic phase was dried
on sodium sulphate, filtered and concentrated under reduced
pressure. The compound i1s obtained as a white solid (92% yield).
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Table 1

LogP, [KK1 and [KK2 inhibiticns of our imidazopyrazine, imidazoquinoxaline and pyrazologuinoxaline derivatives.

Entry Compound reference B Ra Ry Ry Lnng % of [KK1 Inhibition® % of IKK2 Inhibition®
BMS-345541 8 B4
Imidazofi.2-ajpyrazines (1)
1 la Br- - - CHy-MNH- 0.53 5 &
2 2c CH;- - - CH;y-NH- 0.68 1 4
3 1b Br- - - NH- -026 7 10
4 2a 3. 4-(0OCHy)-CgH3- - - CH;-NH- 1.26 -9 -1
1 3a 34-(0H)-CaHy- - - CHy-MNH- 1.00 5 18
[ 2b 3 A-{OCH; }-CcHy- - - NH;- 047 -2 4
7 3b 34-(0H)-CeHa- - - NHz- 0.21 20 -8
Imidazof1 5-ajquinoxalines ()
B8 14b Br- H - CHa-MH- 3.22 ] 16
9 8 CH;y- H - CH3-MNH- .56 -3 5
10 14a H Br - CHy-MH- 240 -5 10
11 T4c Br- Br- - CHy-NH- 3.97 -1 -11
12 13 H H - CH;-NH- 1.64 3 1
Pyrazolo{1,5-ajguinoxalines (1T}
13 18a H H H CHy-MH- 211 5 -2
14 182" H H H {CHy)»N- 2.07 -10 17
15 18b CH3- H H CH3-NH- 241 -9 19
16 18h" CHa H H {CH3J2-N- 237 -15 1
17 18c H CH;- H CH3y-NH- 2,30 -4 4
18 18¢" H CH;3- H [CHy)a2-N- 276 -7 4
19 19a H H Br CH;y-NH- 2.79 0 1
20 19b CH;- H Br- CHy-NH- 3.06 -10 3
21 19¢ CH;y- H Br- CHy-MH- 3.48 -6 7

# The compounds are tested at 10 pM. Given values correspond to the mean of two independent experiments,

" LogP values are calculated wsing ACDLabs software,

CH7BrNa. My,: 227.06 g/mol. Mp 145-146 °C. 'H-RMN & (ppm,
400 MHz, DMSO-ds)2.94 (d, 3H, NHCH3, | =6 Hz), 7.42 (d, 1H,CH 6,
J=8Hz), 752 (d, 1H, CH 7, ] = 8 Hz), 7.65 (m, 2H, NH, CH 2). BC-
RMN & (ppm, 100 MHz, DMSO-dg) 22.77 (NHCHs), 9783 (Cq 1),
107.34(CH7),130.04(CH 6),132.10 (CH 2), 133.81(Cq 3'), 150.72 (Cq
4} MS (ESI +, QTof, mjz): 2271 |[M+H]". HRMS calculated for
C7HgBriNg 226.9932, found 226.9935.

4.3. 3-bromoimidazo [1.2-alpyrazin-8-amine (1b)

Ammonia of a 30% (w/v) agqueous solution (2.3 mL, 57.37 mmaol)
was added to a solution of 3-bromo-8-chloroimidazo [1,2-apyr-
azine (500 mg, 2.15 mmol) in acetonitrile in a microwave-adapted
vial. The reaction was submitted to microwave Irradiations during
2 h at 140 °C. The solvent is removed under reduced pressure. The
crude mixture was dissolved in ethyl acetate and successively
washed with saturated agueous chloride ammonium, distilled
water and finally brine. The organic phase was dried on sodium
sulphate, filtered and concentrated under reduced pressure. The
compound is obtained as a white solid (87% yield). CgHsBrNg. My
213.03 g/mol. Mp 242243 “C. "TH-RMN ¢ (ppm, 400 MHz, DMS0-
dg) 710 (s, 2H, NH), 736 (d, 1H,CH 6, ] = 8 Hz), 756 (d, 1H, CH 7,
J =8 Hz), 7.65 (s, 1H, CH 2). “C-RMN & (ppm, 100 MHz, DMS0-dg)
97.81 (Cqg 1),108.03 (CH 7),130.19 (CH 6),132.45 (CH 2),133.46 (Cg
3’), 150,72 (Cq 4). MS (ESI +, QTof, m{z): 213.1 [M+H]". HRMS
calculated for CgHgBrN, 212.9776, found 2129785,

4.4. 3-(34-dimethoxyphenyl)-N-methylimidazof 1,2-a [pyrazin-8-
amine (2a)

To a mixture of 1a({350 mg, 1.54 mmol) in DME/H-0 (1/1,10 mL}
were added 34-dimethoxyphenylboronic aad (337 mg,
185 mmol), tetrakis(triphenylphosphine) palladium (89 mg,
0.077 mmol) and sodium carbonate (326 mg, 3.08 mmol) in a
microwave-adapted vial. The reaction was submitted to microwave
irradiations during 20 min at 150 °C and then filtered on a celite
pad. The fltrate was concentrated under reduced pressure and

purified on a flash chromatography system eluted with cyclo-
hexane(ethyl acetate 50/50 to 10/90. The compound is obtained as a
white solid (60% yield). CisHigNgGo. M 28431 g/mol. Mp
182183 °C. "TH-RMN & (ppm, 400 MHz, DMSO-ds) 2.98 (d, 3H,
NHCH3, | = 8 Hz), 3.83 (s, 3H, OCH3), 3.85 (s, 3H, OCH3), 7.10 (m, 3H,
CH2',CH5,CHE'), 732 (d,1H,CH 6, ] =8 Hz), 7.50(m, 1H, NH},7.63
(s, 1H,CH 2), 7.70 (d, TH, CH 7, ] = 8 Hz). "*C-RMN & (ppm, 100 MHz,
DMSO-dg) 27.79 (NHCH4), 56.08 (2 x OCHs), 107.67 (CH 7}, 111.92
{CH 5),112.76 (CH 2),120.61 (CH 6'), 12135 (Cq 1), 12784 (Cq 1),
12931 (CH 6), 130.49 (CH 2}, 133.47 (Cq 3’ imidazole), 149.40 and
149.66 (Cq 3', Cg 4'), 150.36 (Cq 4). MS (ESI +, QTof, m/z): 2854
IM+H]*. HRMS calculated for C;sH;;N40, 2851352, found
2851351

4.5. 3-(34-dimethoxyphenyl )imidazo[1,2-a/pyrazin-8-amine (2b)

To a mixture of 1b (326 mg, 1.53 mmol} in DME/H>0 (1/1, 10 mL)
were added 34-dimethoxyphenylboronic aad (334 mg,
184 mmol), tetrakis(triphenylphosphine} palladium (8% mg,
0.077 mmal) and sodium carbonate (2 eq., 324 mg, 3.06 mmol}ina
microwave-adapted vial. The reaction was submitted to microwave
imadiations during 20 min at 150 “C and then filtered on a celite
pad. The filtrate was concentrated under reduced pressure and
purified on a flash chromatography system eluted with ethyl ace-
tate/methanol 10/0 to 90/10. The compound is obtained as a white
solid (63% yield). CiaH14N402. My,: 27029 gimol. Mp 216—-217 “C.
'H-RMN & (ppm, 400 MHz, DM50-dg) 3.83 (s, 3H, OCH3), 3.85 (s, 3H,
OCH4), 695 (s, 2H,NH,}, 715 (m, 3H,CH2',CH ¥, CH &), 7.26 (d, 1H,
CH 6, ] = 8 Hz), 767 (s, 1H, CH 2), 7.75 (d, 1H, CH 7, ] = 8 Hz). BC-
RMN é (ppm, 100 MHz, DMSO-dg} 56.09 (2 x OCH3), 108.34 (CH 7),
11191 (CH 5'),112.77 (CH 2}, 120.61 (CH 6'), 121.37 (Cq 1), 127.93
(Cq1'),129.16(CH 6),130.89 {CH 2),132.00(Cq 3’ imidazole}, 149.41
and 149.67 (Cq 3, Cq 4'),151.22 (Cq 4). MS (ES] +, QTof, mjz): 271.4
[M+H]". HRMS calculated for Ci4Hi5N402 2711195, found 271.1197.
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4.6. N3-dimethylimidazo|1.2-a]pyrazin-8-amine (2c)

To a mixture of 1a (100 mg, 0.40 mmol) in THF (10 mL) were
added trimethylboroxine (68 pL, 0.48 mmol), PdClz(dppf). CH2Clz
(38 mg, 0.04 mmeol) and potassium carbonate (168 mg, 3.06 mmol)
in a microwave-adapted vial. The reaction was submitted to mi-
crowave irradiations during 20 min at 140 °C and then filtered on a
celite pad. The filtrate was concentrated under reduced pressure
and purified on a flash chromatography system eluted with cyclo-
hexane jethyl acetate 30/70 to 10/90. The compound is obtained as a
white solid (55% yield). CgHippN4 M,: 16219 g/mol. Mp
238239 °C."H-RMN & (ppm, 400 MHz, DMSO-ds) 2.39 (s, 3H, CH3),
2.92 (d, 3H, NHCHs, | = 6 Hz), 7.25 (s, 1H, CH 2), 730 (d, 1H, CH 6,
J= 8 Hz), 7.34 (m, 1H, NH), 7.51 (d, 1H, CH 7, | = 8 Hz). "*C-RMN
& (ppm, 100 MHz, DMSO-ds) 8.92 (CH 3}, 27.67 (NHCH3), 107.78 (CH
7),123.05(Cq 1),128.31 (CH 6), 128.78 (CH 2), 132.90 (Cq 3), 145.92
(Cq 4). MS (ESI +, QTof, m/z): 162.9 [M+H]". HRMS calculated for
CgHiN4 163.0984, found 163.0986.

4.7. 4-(8-(methylamino Jimidazo| 1.2-alpyrazin-3-yl )benzene-1,2-
diol (3a)

After solubilisation of compound 2a (117 mg, 0.411 mmol) in
dichloromethane, boron tribromide (1.65 mlL, 1.65 mmol) was
slowly added at 0 °C. The reaction was allowed to warm up to room
temperature and stirred for 2 h. Methanol was added to quench the
reaction which was then concentrated under reduced pressure. The
crude mixture was purified by flash chromatography system eluted
with ethyl acetate/methanol 10/0 to 80/20. The compound is ob-
tained as a white solid (58% yield). CiaHq12N402. My: 256.26 g/mol.
Mp > 300 °C. "H-RMN 4 (ppm, 400 MHz, DMSO-dg) 2.95 (d, 3H,
NHCH3, | =6 Hz), 6.88 (m, 2H, CH 5", CH 6'), 6.96 (s, 1H,CH 2'), 729
{d,1H, CH 6, | = 8 Hz), 745 {m, 1H, NH), 7.50 (s, 1H, CH 2}, 7.60 (d,
1H, CH 7, | = 8 Hz). “C-RMN § (ppm, 100 MHz, DMSO-dg) 27.78
{NHCH3),107.53 (CH 7), 115,51 (CH5"),116.76 (CH 2'}, 119.55(CH &},
120.03 (Cq 17),129.14 (CH 6),129.87 (CH 2) 130.05(Cq1),133.27 (Cqg
3'), 146.34 (Cg 4'), 148.78 (Cq 3'), 150.37 (Cq 4). MS (ESI +, QTof, m/
z): 2571 [M+H] ", HRMS calculated for Cy3H,3N40: 2571039, found
257.1036.

4.8. 4-(8-aminoimidazo] 1.2-afpyrazin-3-yl )benzene-1,2-diol (3b)

After solubilisation of compound 2b (350 mg, 1.30 mmol) in
dichloromethane (30 mL), boron tribromide (5.2 mL, 5.2 mmeol) was
slowly added at 0 °C. The reaction was allowed to warm up to room
temperature and stirred for 2 h. Methanol was added to quench the
reaction which was then concentrated under reduced pressure. The
crude mixture was taking up with hot ethanol. The precipitate was
filtered. The compound is obtained as a yellow solid (68% yield).
CyaHypN405. My,: 242.23 g/mol. Mp 298300 C. "TH-RMN & (ppm,
400 MHz, DMS0-d;;} 3.40(m, 2H, 2 x OH), 6.91 to 7.01 (m, 3H, CH 2,
CH5',CHE'),726(d,1H,CHG,]=8Hz), 781 (d,1H, CH 7,] = 8 Hz),
7.89 (s, 1H, CH 2), 9.35 and 9.54 {m, 2H, NH3). C-RMN & (ppm,
100 MHz, DMSO-dg) 110.17 (CH 7}, 115.95 (CH 5'), 116.85 (CH 2'),
116.93(Cq 1"}, 117.80 (CH 6}, 120.23 (CH &), 131.24 (Cqg 3’ imid azole),
132,54 (Cqg 1),133.28 (CH 2), 146.51 (Cqg 3'), 14712 {Cqg 4), 147.42 (Cg
4'). MS (ESI +, QTof, mjz): 2429 [M+H]|". HRMS calculated for
Ci2Hy i N4O» 2430882, found 243.0882.

4.9, 2-methyl-1-{2-nitrophenyl }- 1H-imidazole (4)

A mixture of 2-nitrofluorobenzene (3.74 mL, 0.035 mol), imid-
azole (2,62 g, 0.032 mol) and 10 g of Kz2C0O5 in 50 mL of acetonitrile
was heated to reflux for 24 h. The solvent was removed under
vacuum and the residue was slurred in 50 mL dichloromethane and

washed twice with distilled water. The organic layer was dried over
MNa:S04 and the solvent was removed under vacuum. The com-
pound is obtained as a yellow solid (92% yield). CigHaNaOa. My
203.20 g/mol. Mp 80—-83 °C. TH NMR 6 {ppm, 300 MHz, CDCl3) 2.16
(s, 3H, CH4), 6.86 (d, 1H, =CH-N), 7.01 (d, 1H, =CH-N), 7.39 (dd,
1H, =CH-C-N, |=9 Hz), 7.62 (td, 1H, =CH-C, J=9 Hz), 7.72 (td, 1H,
CH=C-, J=9 Hz), 7.99 (dd, 1H, =CH-C-NO2, =8 Hz). B NMR G {ppm,
75 MHz, CDCl3) 13.03,120.60, 125.34, 128.46, 130,12, 130.26, 131.00,
133.94, 145.60, 146.27. MS (ESI +, QTof, mjz): 203.8 [M+H]".

4.10. 2-(2-methylimidazol-1-yl)phenylamine (5)

Palladium-carbon 10% was added portion-wise during 10 min to
a hot solution of 4 (452 g, 22.2 mmol) in dry ethanol (40 mL)
containing hydrazine monohydrate (5.4 mlL, 111 mmol). The
mixture was heated under reflux for 1 h. The hot solution was
filtered on a celite pad and the filtrate was evaporated under vac-
uurm. The compound is obtained as yellow oil (98% yield). CigHp1 N3,
My: 173.21 g/mol. Mp 132-133 °C. 'TH NMR & (ppm, 300 MHz,
DMSO-dg) 2.09 (s, 3H, CH3), 4.88 (s, 2H, NH3), 6.62 (td, 1H, =CH-C,
J=6 Hz), 6.87 {dd, 1H, =CH-C-NH3, J=9 Hz), 6.92 (d, 1H, =CH-N,
J=3 Hz}, 698 (dd, 1H, =CH-C-N, /=6 Hz), 7.04 (d, 1H, =CH-N}, 7.14
(td, 1H, =CH-C, ]=6 Hz). *C NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-d;;) 13.17,
116.20, 116,61, 121.17, 121.90, 127.85, 128.30, 129.96, 144.74, 144.92.
MS (ESI +, QTof, mjz): 173.8 [M+H]".

4.11. 1-methylimidazo[1,5-afquinoxalin-<4{5H }-one (6)

Compound 5 (0.5 g, 2.8 mmol) and carbonyldiimidazole (0.54 g,
3.36 mmol) were dissolved in 30 mL of 1,2-dichlorobenzene and
heated to reflux overnight under nitrogen. After cooling to room
temperature, the solid was filtered and washed with diethylether.
The compound is obtained as a yellow solid (93% yield). C;y HgN4O.
My, 199 g/mol. Mp > 300 °C. "H NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-d;)
2.85 (s, 3H, CH3), 719 to 7.35 (m, 3H), 7.71 (s, 1H, CH 3}, 8.03 (d, 1H,
CH 6, J=6 Hz). BC NMR 6 {ppm, 75 MHz, DMSC-dg) 18.00,117.289,
121.09, 122.46,123.10,124.00,127.03, 129.90,135.23, 144.65, 154.96.
MS (ESI +, QTof, mfz): 200.1 [M+H]".

412, 4-chloro-1-methylimidazo[1,5-a]quinoxaline (7)

Phosphorus oxychloride (6 mL) and N N-diethylaniline (0.8 mL)
were added to 6 (0.5 g, 2.5 mmol) in a microwave-adapted wvial and
sealed. The reaction was irradiated at 130 “C for 15 min. The reac-
tion mixture was neutralized with saturated aqueous NaCO4 so-
lution {50 mL). The solution was extracted with dichloromethane
(3 = 50 mL). The organic layer was dried over Mg504 and
concentrated under vacuum. The crude mixture was purified by
flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20
to 50/50. The compound is obtained as a white solid (24% yield).
C;HgCINs. My: 21765 g/mol. Mp 252-253 °C. 'H NMR § (ppm,
300 MHz, DMSO-dg) 3.02 (s, 3H, CHs), 7.54 to 7.67 (m, 2H, CH 7, CH
8), 781 to 7.83 (m, 2H, CH 3, CH 9), 826 (d, 1H, CH 6, =9 Hz). BC
NMR § (ppm, 75 MHz, DMSO-ds) 18,60, 117.04, 12361, 126.75,
12692, 127.33, 12916, 129.28, 135.75, 143.60, 144.71. MS (ESI +,
QTof, m/z): 218.1 [M+H]™.

413, NI1-dimethylimidazo[1,5-a]quinoxalin-4-amine (8)

A mixture of 7 (0.54 g, 2.48 mmol) and methylamine (2.03 mL in
33% of absolute ethanol solution) in dry ethanol (744 ml) in a
microwave-adapted vial was irradiated at 150 °C for 20 min. The
solvent was removed under reduced pressure and the residue was
dissolved in CH.Cl; (20 mL). The organic fraction was washed with
saturated aqueous NaHCOy solution, dried over NazS04, and
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concentrated under reduced pressure. The compound is obtained
as a white solid (79% wyield). CiaHiaNg My 21225 gimol. Mp
217-218 *C. "TH NMR § (ppm, 400 MHz, DMS0-dg) 2.56 (d, 3H, CHa,
J=3 Hz}, 675 (td, 1H, CH 7, J=9 Hz), 6.87 to 6.92 (td, 1H, CH 8,
J=9Hz), 709 (dd, 1H, CH 9, ]=6 Hz), 726 (s, 1H, NH), 730 (s, 1H, CH
3), 763 (dd,1H,CH &, [=6Hz). BCNMR é (ppm, 100 MHz, DMSO-dg)
1870, 2749, 11620, 119.86, 122.59, 122.79, 124.70, 126.37, 126.49,
138.68, 142.31, 149.50. MS (ESI +, QTof, mjz): 212.8 [M+H] ™. HRMS:
myz calculated for Ci2Hi3Ng 2131140, found 213.1142,

4.14. Diimidazo[12-apiperazine-5,10-dione (9)

The imidazole-2-carboxylic acid (5 g, 44.6 mmol) in suspension
in thionyl chloride (75 mL) was heated to reflux under agitation for
18 h. The reaction mixture was cooled, then filtered, washed with
toluene, and dried under high vacuum. The compound is obtained
as a yellow solid (95% yield). CgH4N4O2. My: 18814 g/mol. Mp
265-268 °C. 'H NMR & (ppm, 300 MHz, DMS0-d;;) 824 (d, 1H,
CH=C-C=0), 8.32 (d, 1H, CH=C-C=0, J]=3 Hz), 8.88 (d, 1H, CH=N),
9.28 (d, 1H, CH=N, J=3 Hz). 3C NMR & {ppm, 100 MHz, DMSO-dg)
123.99, 124,52, 125.62, 137.26, 139.73, 15039, 159.68. MS (ESI +,
QTof, m/z); 189.0 [M+H]™,

4.15. (2-fluoroaniline }-1H-imidazole-4-carboxamide (10)

To 2-fluoroaniline (5.45 mL, 56.5 mmol)in THF (28 mL) cooled in
a —10 *C bath, sodium bis({trimethylsilyl) amide (141 mL, 141 mmol,
10 M) in THF was added. After stirring for 1 h, a suspension of 9
(4.83 g, 25.6 mmol) in THF (32 mL) was added. The mixture was
allowed to warm to room temperature and stirred for 2 h. Acetic
acid was added to pH 7. The reaction mixture was concentrated in
vacuurn, followed by the addition of water and saturated agueous
MNaHCO; solution. The solid was collected by filtration, washed with
distilled water and cyclohexane, and dried under high vacuum. The
compound is obtained as a beige solid (40% yield ). CipHgFN30. My
205,19 g/mol. Mp 186189 “C. 'H NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-dg)
711 to 7.33 (m, 3H), 7.84 (s, 1H, N-CH = ), 7.85 (5, 1H, -CH=N}, 8.12
(td, 1H, -CH=C, |=9 Hz), 9.48 (s, 1H, NH). ®C NMR & (ppm, 100 MHz,
DMSO-ds) 115.70, 121.41, 123.19, 124.00, 125.20, 126.65, 136.67,
152,08, 155.31, 160.75. MS (ESI +, QTof, m/z): 205.8 [M+H]".

4.16. Imidazof1,5-a jquinoxalin-4(5H }-one (11)

A mixture of 10 (4 g 20 mmol) and sodium hydride (12 g,
30 mmol) in dimethylacetamide (160 mL) was heated to reflux for
48 h. The sodium hydride was neutralized with saturated aqueous
NH.4(Cl solution and the reaction mixture was then concentrated in
vacuum. The residue was collected by filtration, washed with water,
and dried. The compound is obtained as a grey solid (95% yield).
CigHsN30. My 18518 g/mol. Mp > 300 “C. '"H NMR & (ppm,
300 MHz, DMS0-dg) 7.23 to 7.41 (m, 3H), 7.86 (5, 1H, CH 1}, 8.18 (dd,
1H, CH 6), 8.06 (s, 1H, CH 3). 3C NMR & (ppm, 75 MHz, DMS0-dg)
116.14, 117.01, 112.00, 120.05, 123.34, 127.67, 129.28, 131.25, 133.76,
154.97. MS (ESI +, QTof, mjz): 186.1 |[M+H]".

417, 4-chloreimidazo[1,5-alquinoxaline (12)

Phosphorus oxychloride (6 ml) and NN-diethylaniline
(0.85 mL) were added to 11 (0.5 g, 2.7 mmol) in a microwave-
adapted vial and sealed. The reaction was irradiated at 130 °C for
15 min. The reaction mixture was neutralized with saturated
aqueous NazC05 solution {50 mL). The solution was extracted with
dichloromethane (3 = 50 mlL). The organic layer was dried over
Mg504 and evaporated under vacuum. The crude mixture was
purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl

acetate 80/20 to 50/50. The compound is obtained as a white solid
(33% yield). CigHsCIN3. Myy: 203,63 g/mol. Mp 232234 °C. 'TH NMR
4 (ppm, 300 MHz, DMSO-dg) 7.58 (t, 1H, /=6 Hz, CH 7}, 7.69 (t, 1H,
CH8, J=6Hz), 7.85 (d, 1H, CH 9, J=6 Hz), 794 (s, 1H, CH 1), 8.38 (d,
1H, CH 6, J=9 Hz), 9.38 (s, 1H, CH 3). ®C NMR & (ppm, 75 MHz,
DMSO-dg) 11623, 122.50, 124.96, 127.92, 12818, 128.15, 129.78,
133.50, 134.86, 143.29. MS (ESI +, QTof, m/z): 2042 [M+H]".

4.18. N-methylimidazof1,5-ajquinoxalin4-amine (13)

A mixtureof 12 (1 g, 4.9 mmol) and methylamine (4 mLin 33% of
absolute ethanol solution ) in dry ethanol (14.4 mL) was submitted
to microwave-irradiation in a sealed tube at 150 °C for 30 min. The
solvent was removed under reduced pressure, and the residue was
dissolved in CH2Cls (20 mL). The organic fraction was washed with
saturated agueous NaHCO; solution, dried over Nay504 and
concentrated under reduced pressure. The compound is obtained
as a white solid (75% yield). CiiHipNg. Myw: 19822 g/mol. Mp
257-258 °C. "H NMR é (ppm, 400 MHz, DMSO-dg) 3.02 (d, 3H, CHs,
J=4Hz),7.24 (t,1H, CH 7, [=8 Hz), 737 (t,1H, CH 8, =8 Hz), 7.51 (d,
1H, CH 9, |=8 Hz), 7.76 (s, 1H, NH), 7.84 (s, 1H,CH 1}, 8.13 (d, 1H, CH
6, /=8 Hz),9.06 (s, 1H, CH 3). BCNMR 6 (ppm, 100 MHz, DMSO-dg)
2751, 115.38, 118.66, 122.80, 124.51, 126.41, 127.07, 131.56, 13792,
14935, 206.94. M5 (ESI +, QTof, m/z): 198.8 [M+H]". HRMS: my/z
calculated for CiHp1N4 199.0984, found 199.0985.

4.19. Bromo-N-methylimidazo|1,5-alquinoxalin-4-amine {14)

A solution of 13 (0.69 g, 3.5 mmol)} and N-bromosuccinimide
(0,68 g, 3.85 mmol) in chloroform {94 mL) was heated under reflux
for 2 h. The solvent was evaporated under vacuum and the residue
was dissolved in ethyl acetate, washed twice with a saturated
agueous NH4Cl solution, saturated agueous NaHCO; solution, dis-
tillated water, and saturated aqueous NaCl solution, dried over
Na:504 and evaporated under vacuum. The crude mixture was
purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl
acetate 70/30 to 50/50 to give three products 14a, 14b and 14c

4.20. 3-bromo-N-methylimidazof 1.5-a]quinoxalin-4-amine (14a)

White solid, Cy;HgBrNs. My,: 27712 g/mol. Mp 195-197 °C. H
NMR & (ppm, 400 MHz, DMS0-dg) 3.05 (d, 3H, CH3, J=4 Hz), 6.66 (s,
1H, NH), 7.24 (td, 1H, CH 7, J=8 Hz), 7.35 (td,1H, CH 8, =8 Hz), 7.50
(dd,1H,CH 9, =8 Hz),8.12 (dd, 1H,CH 6, J=8 Hz}, 9.11 (s, 1H, CH 3).
B NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-dg) 28.36, 109.53, 115.05, 115.15,
122,71, 123.42, 126,50, 127.76, 131.54, 137.48, 148.38. MS (ESI +,
QTof, mjz): 2770 [M+H]". HRMS: m/z calculated for Cy;HigBriNg
277.0089, found 277.0090.

4.21. 1-bromo-N-methylimidazo|1,5-ajguinoxalin-4-amine (14b)

White solid, CyyHgBrNg, My: 277.12 g/mol. Mp 170-173 °C. 'H
NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-dg) 3.00 (d, 3H, CHa, J=3 Hz), 7.26
(td, 1H, CH 7, J=8 Hz), 741 (td, 1H, CH 8, J=8 Hz), 7.55 (dd, 1H,CH 9,
J=8 Hz), 7.84 (s, 1H, NH), 7.90 (s, 1H, CH 1), 8.93 (dd, 1H, CH &,
=8 Hz). *C NMR  (ppm, 100 MHz, DMSO-dg) 27.49, 115.23, 117.77,
122.04, 123.75, 125.31, 126.84, 127.66, 128.53, 130.33, 148.67. MS
(ESI +, QTof, mfz): 2770 [M+H]". HRMS: m/z calculated for
C;;H,gBrN, 277.0089, found 277.0090.

422 13-dibromo-N-methylimidazo| 1,5-ajquinoxalin-4-amine
(Mc)

White solid. C;;HgBryNy. My,: 356.02 g/mol. Mp 177—178 *C. 'H
NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-dg) 3.04 (d, 3H, CHs, J=3 Hz), 6.69 (s,
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1H, NH), 727 (td, 1H, CH 7, ]—4 Hz), 743 (td, 1H, CH 8, ]=6 Hz), 754
(d,1H, =CH 9, J=8 Hz), 8.88 (d, 1H, =CH 6, J=4 Hz). *C NMR 4 (ppm,
100 MHz, DMSO-dg) 27.87, 109.45, 113.26, 114.83, 118,28, 122,32,
123.40, 126.49, 127.87, 138.02, 147.47, MS (ESI +, QTof, m(z); 354.9
[M+H]". HRMS: m/z calculated for Cy;HgBraNg 354.9194, found
354.9195,

4.23. Dipyrazolo[1,5-a:1'5"-d [pyrazine-4,9-dione {15)

The pyrazole-3-carboxylic acid (5 g, 44.6 mmaol) in suspension in
thiony! chloride (75 mL} was heated to reflux under agitation for
18 h. The reaction mixture was cooled, then filtered, washed with
toluene, and dried under high vacuum. The compound is obtained
as a white solid (76% yield). CgHsN40.. My, 188.14 g/mol. Mp
183~185 °C. '"H NMR § {ppm, 300 MHz, DMSO-dg) 756 (d, 2H,
CH=C-0, J=3 Hz), 8.21 (d, 2H, CH=N, J=3 Hz). *C NMR § (ppm,
75 MHz, DMSO-dg) 108.26,115.97,133.39, 141.18, 146.69, 163.07. MS
(ESI +, QTof, mjz): 189.1 [M+H]",

424. 2-fluorophenyl- 1TH-pyrazole-5-carboxamide [ 16a)

To 2-fluoroaniline (4.1 mL, 42.4 mmol) in THF (45 mL) cooled in
a —10~C bath, sodium bis{trimethylsilyl Jamide (106 mL, 106 mmal,
1.0 M) in THF was added. After stirring for 1 h, a suspension of 15
(4 g, 21.2 mmol)} in THF (45 mL) was added. The mixture was
allowed to warm to room temperature and stirred for 2 h. Acetic
acid was added to pH 7. The reaction mixture was concentrated in
vacuum followed by the addition of water and saturated aqueous
NaHCO; solution. The solid was collected by filtration, washed with
water and cyclohexane, and dried under high vacuum. The com-
pound is obtained as a beige solid (82% yield). CigHgFN3O. M
205.19 g/mol. Mp 170173 *C. 'H NMR § (ppm, 300 MHz, DMS0-d;)
6.81 (d, 1H, CH=C-0, }=3 Hz), 719 to 7.33 (m, 3H), 7.82-7.89 (m,
2H), 9.70 (s, 1H, NI-I}.HC NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-d;) 106.13,
116.00, 124.88, 12539, 126.00, 126.39, 132.05, 153.34, 156.59,
160.38. MS (ESI +, QTof, m/z): 205.8 [M+H]".

425 N+{2-fluoro-d-methylphenyl }- 1H-pyrazole-5-carboxamide
(16h)

Same procedure used for the synthesis of 16a. 2-fluoro-4-
methylaniline (4 mL, 35 mmol} in THF (37 mL), sodium bis(-
trimethylsilyl)Jamide in THF (44 mL, 44 mmol, 1.0 M}, 15 (3.29 g,
17.5 mmol} in THF {70 mL}. The compound is obtained as a beige
solid (87% yield), CiiH1oFN30. Myw: 21922 g/mol. Mp 205206 “C.
"H NMR & (ppm, 300 MHz, DMS0-dg) 2.30 (s, 3H, CHs), 6.80 (d, 1H,
CH=C-C=0, J=3 Hz), 7.00 o 7.14 (m, 2H), 770 (m, 1H, -CH=C-NH),
787 (d, 1H, CH=N, J=3 Hz), 9.59 (s, 1H, NH-C=0), ®C NMR 4 (ppm,
75 MHz, DMSO-dg) 20.87, 106.04, 11635, 123.30, 125.30, 132.11,
136.40, 145.38, 153.31, 156.56, 160.27. MS (ESI +, QTof, m/z): 220.2
IM-+H]™.

426 N+{2-fluoro-5-methylphenyl - 1TH-pyrazole-5-carboxamide
(16¢)

Same procedure used for the synthesis of 16a. 2-fluoro-5-
methylaniline (415 ml, 36.8 mmol) in THF (39 mL), sodium bis(-
trimethylsilyl}Jamide in THF (46 mL, 46 mmol, 1.0 M}, 15 (3.47 g,
18.4 mmol) in THF (73 mL}. The compound is obtained as a beige
solid (75% vield). CyyHwFN30. Myy: 219.22 g/mol. Mp 151-154 °C.'H
NMR & {ppm, 300 MHz, DMSO-dg) 2.29 (s, 3H, CH3), 6.80 (d, 1H,
CH=C-C=0, J=3 Hz), 7.00 (m, 1H, =CH-C), 717 (m, 1H, -CH=C-F),
768 (d,1H,-CH=C-NH, =3 Hz), 7.86 (d, 1H, CH=N, J=3 Hz), 5.64 (s,
1H, NH-C=0), *C NMR & {ppm, 75 MHz, DMSO0-d;;) 2091, 106.05,
115.60,125.70, 126.40, 132.17, 133.95, 145.33, 15146, 154.67, 160.25.

MS (ESI +, QTof, m/z): 2200 [M+H]".
427, Pyrazolof 1,5-ajquinoxalin-4{5H }-one (17a)

A mixture of 16a (7 g, 34.1 mmol) and sodium hydride (2.04 g,
51 mmeol) in dimethylacetamide (253 mL) was heated to reflux for
48 h. The sodium hydride was neutralized with saturated aqueous
MNH4C1 solution and the reaction mixture was then concentrated in
vacuum, The residue was collected by filtration, washed with
distilled water, and dned. The compound is obtained as a grey solid
{74% yield). CioHsN30. My 185.18 g/mol Mp 260-263 “C. TH NMR
G (ppm, 300 MHz, DMSO-dg) 7.15 (d, 1H, CH 3}, 7.29 to 7.42 {m, 3H),
8.07 to 814 (m, 2H ). B NMR & {ppm, 75 MHz, DMSO-ds) 106,13,
116.00, 124.88, 12539, 126.00, 126.39, 132.05, 15334, 156.59,
160.38. MS (ESI +, QTof, m/z): 186.1 |[M+H]".

428, 8-methylpyrazolof15-ajquinoxalin-4(5H }-one (17h)

Same procedure used for the synthesis of 17a. 16b (6.76 g,
31 mmaol), sodium hydride (1.86 g, 46.5 mmol) in dimethylaceta-
mide (230 mL). The compound is obtained as a beige solid (84%
yield). CiHoN30. My: 19921 g/mol. Mp 275-280 °C. 'H NMR
4 (ppm, 300 MHz, DMSO-dg) 2.38 (s, 1H, CHy), 7.11 (d, 1H, CH 3,
J=3Hz), 7.20to 727 (m, 2H, CH 7, CH 9), 7.91 (d, 1H, CH &), 8.03 (d,
1H, CH 2, |=3 Hz). ®C NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-ds) 21.07,
106.88, 115.25, 116.82,123.88, 126.26, 128.17, 133.07, 133.35, 141.84,
154.66. MS (ESI +, QTof, m/z): 200.1 [M+H]".

429, 7-methylpyrazolo] 1.5-ajguinoxalin-4{5H }-one (17c)

Same procedure used for the synthesis of 17a. 16c (5.97 g,
27 mmol}), sodium hydrde (1.62 g, 40.5 mmol) in dimethylaceta-
mide (200 mL). The compound is obtained as a beige solid (100%
yield). C;;HgN30. My 199.21 g/mol. Mp 298—300 “C. "H NMR
& (ppm, 300 MHz, DMSO-dg) 2.35 (s, 1H, CHs), 7.07 to 7.14 {m, 2H,
CH3,CH8),717(d,1H,CH9), 798 (d, 1H, CH 6, ]=6 Hz),8.02 (d, 1H,
CH 2, ]=6 Hz). ¥C NMR § (ppm, 75 MHz, DMS0-d;;) 21.30, 106.72,
115.17, 116.91, 12213, 124.66, 128.60, 132.75, 13703, 141.65, 155.00.
MS {ESI +, QTof, mjz): 200.0 [M+H]".

4.30. N-methylpyrazolo] 1,5-ajquinoxalin-4-amine { 19a)

Phosphorus oxychloride (6 mL}and N,N-diethylaniline (0.85 mL,
54 mmol) were added to 17a (0.5 g, 2.7 mmol) in a microwave-
adapted vial and sealed. The reaction was irradiated at 130 “C for
15 min. The reaction mixture was neutralized with saturated
aqueous NazC05 solution (50 mL). The solution was extracted with
dichloromethane (3 = 50 mL). The organic layer was dried over
MgS04 and concentrated to dryness under vacuum to give 18a. A
mixture of 18a (1 g 4.9 mmol) and methylamine (4 mL in 33% of
absolute ethanol solution) in dry ethanol (14.4 mL) was submitted
to microwave irradiation in a sealed tube at 150 °C for 30 min. The
solvent was removed under reduced pressure, and the residue was
dissolved in CHzClz (20 mL). The organic fraction was washed with
saturated aqueous solution NaHCO4 (20 mL), dred over Na,50;,
and concentrated under reduced pressure. The product was puri-
fied by column chromatography on silica gel eluted with CHaCly/
MeOH (98:2) The compound is obtained as a white solid (82%
yield). CjHygNy. My 19822 gjmol Mp 154-155 “C. 'H NMR
6 (ppm, 400 MHz, DMSO-dg) 3.04 (s, 3H, CHs), 7.11 (d, 1H, CH 3,
J=4Hz), 7.28 (td, 1H, CH 7, ]=8 Hz), 7.40 (td, 1H, CH 8, =8 Hz), 7.60
(dd, 1H, CH 9, =8 Hz), 7.86 (s, 1H, NH), 8.07 (d, 1H, CH 2, |=4 Hz),
8.18 (dd, 1H, CH 6, J=8 Hz). *C NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-dg)
106.13,116.00, 124.88,125.39,126.00, 126.39,132.05, 153.34, 156.59,
160.38. MS{ESI +, QTof, m/z): 199.0 [M+H]". HRMS: m/z calculated

136



918 C. Potinote ef al. / European journal of Medicinal Chemistry 138 (2017) 509915

for Cy1Hy1 N4 199.0984, found 199.0985.
4.31. NN-dimethylpyrazolo[1,5-ajquinoxalin-4-amine (19a’)

A mixture of 18a (1 g, 49 mmol) and dimethylamine (6.5 mL in
33% of absolute ethanol solution) in dry ethanol (14 mL) was sub-
mitted to microwave irradiation in a sealed tube at 150 °C for
30 min. The solvent was removed under reduced pressure, and the
residue was dissolved in CH2Clz {20 mL). The organic fraction was
washed with saturated aqueous NaHCOy solution (20 mlL), dried
over MNa;S04, and concentrated under reduced pressure. The
product was purified by flash chromatography eluted with cyclo-
hexane fethyl acetate 90/10 to 80/20. The compound is obtainedas a
white solid (20% yield). CyaHqaNy. My 212.25 gimol Mp 95-96 °C.
TH NMR § (ppm, 400 MHz, DMSO-dg) 3.37 (s, 6H, 2xCH3), 7.20 (d,
1H, CH 3, =4 Hz), 7.31 (td, 1H, CH 7, j=6 Hz), 740 (td, 1H, CH 8,
J=8 Hz), 7.58 (dd, 1H,CH 9, =8 Hz}, 813 (d, 1H, CH 2, ]=4 Hz),8.20
(dd, 1H, CH 6, J=8 Hz). #C NMR 4 (ppm, 100 MHz, DMSO-d;) 40.18,
104.79, 114.61, 123.82, 125.90, 126.27, 126.90, 127.28, 136.72,141.28,
150.67. MS (ESI +, QTof, mjz): 213.2 [M+H| ", HRMS: my'z calculated
for Cy2H1aNg 213.1140, found 213.1140.

432 N8-dimethylpyrazolo| 1,5-ajquinoxalin-4-amine (19h)

Same procedure used for the synthesis of 19a. 17b (05 g
2.5 mmol), phosphorus oxychlornide (6 mL, 55 mmol) and N,N-
diethylaniline (0.8 mL) give 18b. 18b (1 g 4.6 mmol), methyl-
amine {3.77 mL in 33% of absolute ethanol solution) in dry ethanol
{14 mL) give 19a. The product was purified by flash chromatog-
raphy eluted with cyclohexanefethyl acetate 80/20 to 60/40. The
compound is obtained as a white solid (35% yield). CiaHqpaNg. My
212.25 g/mol. Mp 181-182°C. 'H NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-d;;)
243 (s, 3H, CHs), 3.04 (d, 3H, NHCHa, /=4 Hz), 710 (d, 1H, CH 3,
J=2 Hz), 720 (dd, 1H, CH 7, /=8 Hz}, 7.49 (d, 1H, CH 6, ]=9 Hz), 7.71
(s, 1H, NH), 8.00 (d, 1H, CH 9), 8.05 (d, 1H, CH 2, /=2 Hz}. “C NMR
é (ppm, 100 MHz, DMSO-dg) 21.33, 27.72, 100.70, 114.40, 12581,
126.20,127.84,1279,133.02, 13540, 141.30, 149.00. M5 (ESI +, QTof,
mfz): 213.2 [M+H]|". HRMS: my/z calculated for CiaHp3Ng 213.1140,
found 213.1141.

4.33. NN 8-trimethylpyrazolo] 1,5-afquinoxalin<$-amine { 19b’)

Same procedure used for the synthesis of 19a'. 18b (1 g
4.6 mmol}, methylamine (6.1 mL in 33% of absolute ethanol solu-
tion) in dry ethanol (13 mL}), purified by flash chromatography
eluted with cyclohexane/ethyl acetate 90/10 to 80/20. The com-
pound is obtained as a white solid (33% yield) CizHuaNa Mw:
226.28 g/mol. Mp 124125 °C.'"H NMR 4 (ppm, 400 MHz, DMSO-d)
2.44 (s, 3H, CH3), 3.34 (s, 6H, 2xNCH3), 7.15 (dd, 1H, CH 3, =2 Hz),
721 (dd,1H,CH 7, J]=2 Hz}, 746 (d, 1H, CH 6, J=8 Hz), 8.02 (d, 1H, CH
9),8.10(d, 1H, CH 2, |=2 Hz ).°C NMR 4 (ppm, 100 MHz, DMS0-dg)
2142, 40.06, 104.51, 11450, 125.70, 126.20, 12732, 1279, 133.50,
134.60, 141,20, 150.30. MS (ESI +, QTof, m/z): 227.2 [M+H] ™. HRMS:
myz calculated for Cy3H15Ng 2271297, found 227.1303.

434, N,7-dimethylpyrazolo[1,5-ajguinoxalin-4-amine (19c)

Same procedure used for the synthesis of 19a. 17¢ (05 g
2.5 mmol), phosphorus oxychlornide (6 mL, 55 mmol) and N,N-
diethylaniline (0.8 mL) give 18c. 18¢c (1 g 4.6 mmol), methyl-
amine {3.77 mL in 33% of absolute ethanol solution) in dry ethanol
{14 mL) give 19c. The product was purified by flash chromatog-
raphy eluted with cyclohexanefethyl acetate 80/20 to 60/40. The
compound is obtained as a white solid (30% yield). CiaHqpaNg My
212.25 g/mol. Mp 157158 °C. "H NMR 4 (ppm, 400 MHz, DMSO-ds)

2.41 (s, 3H, CH3), 3.04 (d, 3H, NHCH3, j=4 Hz), 7.10 (d, 1H, CH 3), 7.13
(dd, 1H, CH 8, }=8 Hz), 7.44 (d, 1H, CH 9), 7.81 (s, 1H, NH), 8.04 (d,
1H, CH 2), 8.07 (d, 1H, CH 6, J=8 Hz). “C NMR é (ppm, 100 MHz,
DMSO-dg)21.31, 27.71,100.65,114.23,124.06, 124.59, 126.32,127.61,
136.05, 137.49, 141.07, 149.54. MS (ESI +, QTof, m/z); 213.0 [M+H]".
HRMS: myz calculated for CyzH13Ng 213.1140, found 213.1140.

4.35. N,N,7-trimethyipyrazolof 1,5-a Jquinoxalin-4-amine {19¢")

Same procedure used for the synthesis of 19a". 18c (1 g,
4.6 mmol), methylamine (6.1 mL in 33% of absolute ethanol solu-
tion) in dry ethanol (13 ml), purified by flash chromatography
eluted with cyclohexane/ethyl acetate 90/10 to 80/20, white solid
(24% yield). Cy3H 4Ny My,: 226.28 gfmol. Mp 123-124 °C. 'H NMR
4 (ppm, 400 MHz, DMSO-dg) 2.40 (s, 3H, CH3), 3.36 (s, 6H, 2xNCH3),
713 (dd, 1H, CH 8, =8 Hz), 7.17 (d, 1H, CH 3}, 7.39 (d, 1H, CH 9), 8.07
to 8.09 (m, 2H, CH 2, CH 6). ®C NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-d)
21.28, 40.06, 104,56, 114.36, 123.89, 124.97, 12611, 127.03, 136.21,
136.68, 140.94, 150.72. MS (ESI +, QTof, m/z): 226.9 |[M+H] . HRMS5:
myz calculated for Cy3HysNg 2271297, found 2271298,

436, 3-bromo-N-methylpyrazolof1,5-aJquinoxalin-<4-amine (20a)

A solution of 19a (2 g, 10 mmol} and N-bromosuccinimide (19 g,
11 mmol) in chloroform (267 mL) was heated under reflux for 2 h.
The solvent was evaporated under vacuum, and the residue was
dissolved in ethyl acetate, washed twice with a saturated aqueous
NH4Cl solution, saturated agueous NaHCO4 solution, water, and
saturated aqueous NaCl solution, dried over Na;504, and concen-
trated under reduced pressure. The compound is obtained as a
white solid (89% vyield). CyHoBrNg My: 27712 g/imol. Mp
162—163 “C. 'TH NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-d;;) 3.08 (s, 3H, CHy),
7.76 (s, 1H, NH), 7.34 (td, 1H, CH 7, J=9 Hz), 7.42 (td, 1H, CH 8,
J=6Hz),7.60(dd, 1H, CH 9, J=6 Hz), 8.14 (dd, 1H, CH 6, [=8 Hz), 8.24
(s, 1H, CH 3). ¥C NMR 4 (ppm, 75 MHz, DMSO-d;) 28.59, 87.65,
114.22, 12419, 126.02, 126.51, 127.42, 137.05, 142.40, 148.72. MS
(ESI +, QTof, mjz); 2771 [M+H|". HRMS: m/z calculated for
CyHqypBriNg 277.0089, found 277.0090.

437. 3-bromo-N,8-dimethylpyrazolo| 1,5-ajguinoxalin-4-amine
(20b)

Same procedure used for the synthesis of 20a. 19b (2.06 g,
10 mmol}, N-bromosuccinimide (1.96 g, 11 mmol) in chloroform
{267 mL). The compound is obtained as a white solid (60% yield).
Ci2Hy1BrNs. My: 29115 g/mol. Mp 150151 °C. 'H NMR & (ppm,
400 MHz, DMSO-d;) 2.44 (s, 3H, CHs), 3.07 (d, 3H, NHCH3, /=4 Hz),
6.66 (s, 1H, NH), 7.26 (dd, 1H, CH 7, J=8 Hz), 749 (d, 1H, CH 6,
J=8 Hz), 7.97 (d, 1H, CH 9), 8.23 (s, 1H, CH 2). ¥C NMR § (ppm,
100 MHz, DMSO-dg) 2137, 28.59, 8752, 114.06, 124.32, 125.76,
12631, 128.61,133.96, 134.85, 142.34, 148.26. MS (ESI +, QTof, m/z):
2911 [M+H]". HRMS: myz calculated for CiaHy2BrNg 291.0245,
found 291.0248.

438 3-bromo-N,7-dimethylpyrazolo[1,5-alguinoxalin-4-amine
(20c)

Same procedure used for the synthesis of 20a. 19¢ (128 g,
6 mmol), N-bromosuccimimide (117 g 6.6 mmol) in chloroform
{160 mL). The compound 1s obtained as a white solid {69% yield).
Ci2H11BrNa. My: 29115 g/mol. Mp 157—159 °C. 'H NMR 6 (ppm,
400 MHz, DMSO-d;) 2.41 (s, 3H, CH3), 3.07 (d, 3H, NHCH3, /=4 Hz),
6.70 (s, 1H, NH}), 7.16 (dd, 1H, CH 8, /=8 Hz), 742 (d, 1H, CH 9,
J=4 Hz), 802 (d, 1H, CH 6, ]=8 Hz), 8.21 (s, 1H, CH 2). 3C NMR
4 (ppm, 100 MHz, DMSO-ds) 21.29, 28.56, 87.38, 113.98, 124.02,
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125.31, 126.40, 128.08, 136.90, 137.03, 142.08, 148.78. MS (ESI +,
QTof, mfz): 291.1 [M+H]". HRMS: m/z calculated for C;3H;2BrNg
291.0245, found 291.0247.
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4. Etude de modélisation moléculaire et optimisation de la synthése chimique

4.1 Modélisation moléculaire « docking virtuel »

Etant donné que la premiére librairie de molécules n’a pas fourni de composés assez actifs sur les
lignées cellulaires HEK-Blue™ hTLR7/8, nous nous sommes dirigés vers la modélisation moléculaire
afin d’effectuer un docking virtuel. Ce dernier est une technique trés utilisée dans la découverte de
médicaments afin d'identifier a partir d’une librairie de petites molécules, celles qui sont capables de
se lier a une cible médicamenteuse, généralement un récepteur protéique ou une enzyme.

Comme nous ’avons abordé dans le chapitre 1, les structures cristallines de deux récepteurs TLR7 et
8, en complexe avec leurs ligands, ont été mis en évidence récemment par une équipe japonaise sous la
direction du Dr. Toshiyuki Shimizu [63] [64] [66]. Nous avons utilisé ces structures, accessibles via le
PDB (Protein Data Base), pour mettre en place un profil bien précis des molécules a synthétiser. Grace
aux résultats de Shimizu et coll. concernant les interactions des ligands avec les TLR7 et 8, nous avons
pu concevoir un profil précis de molécules a synthétiser figurant dans le schéma 85 : I’introduction
d’une chaine alkyle, surtout butyle ou pentyle, en position 1 de la série imidazo[1,5-a]quinoxaline, en
position 2 de la série pyrazolo[1,5-a]quinoxaline et en position 3 de la série imidazo[1,2-a]|pyrazine
crée des interactions hydrophobes avec les TLR7 et 8. De plus I’introduction d’une amine primaire en
position 4 des imidazo[1,5-a]quinoxalines et pyrazolo[1,5-a]quinoxalines et en position 8 des

imidazo[ 1,2-a]pyrazines est nécessaire pour avoir une activité agoniste.

R
R17$\ R17/N \ 1
= N=
(L @ @“%
— _ —
N "NH; N~ “NH, N~ “NH,
I 1l I

Schéma 85 : Le profil des molécules a synthétiser appartenant a la série des imidazo[ 1,2-a]pyrazines
(D), imidazo[1,5-a]quinoxalines (II) et pyrazolo[1,5-a]quinoxalines (III).

Le docking virtuel des molécules envisagées au sein des récepteurs TLR7 et TLRS8 a été réalisé en
utilisant le serveur e-Drug3D interfacé avec le programme de docking Plant.

Les résultats obtenus montrent des interactions importantes avec 1’ectodomaine des TLR7 et 8. La
figure 54 montre les interactions du 2-butylpyrazolo[1,5-a]quinoxalin-4-amine avec 1’ectodomaine du
TLRS : des interactions n-n entre le Phe405 et le groupement aromatique, des interactions de Van Der
Waals entre la chaine butyle et la poche formée par le Phe346/Tyr348 et une liaison ionique (salt-

bridge) entre le groupement NH, et la chaine latérale de 1’ Asp543.
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Figure 54 : Interactions entre le 2-butylpyrazolo[ 1,5-a]quinoxalin-4-amine et I’ectodomaine du
TLRS.

Comme le montre la figure 55,ces mémes interactions ont ét¢ également observées avec
I’ectodomaine du TLR7 : des interactions n-nt entre le Phe408/Tyr356 et le groupement aromatique,
des interactions hydrophobes entre la chaine alkyle et la poche formée par le Phe349, Phe351 et la
Val381 et des liaisons d’hydrogéne entre le groupement NH, et la chaine latérale de I’ Asp555 et la
Thr586.

K ’//’/; / : ’ ¢ > V.": 4 \
o & # A TN | -~
Figure 55 : Interactions entre le 2-butylpyrazolo[1,5-a]quinoxalin-4-amine et I’ectodomaine du
TLR7.

Apres ces résultats prometteurs du docking virtuel, nous avons relancé la synthése chimique en vue

d’obtenir les molécules avec une chaine alkyle sur le cycle a cing sommets.
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4.2 Difficultés liées a D’alkylation de la série des imidazo[1,5-a]quinoxaline, pyrazolo[1,5-

a]quinoxaline et imidazo[1,2-a]pyrazine
Plusieurs obstacles se sont présentés lors de différents essais d’alkylation de ces trois séries chimiques.
4.2.1 Problémes liés au couplage croisé de Suzuki-Miyaura

Comme cela a ét¢ vu précédemment, le couplage crois¢é de Suzuki-Miyaura avec les acides n-
alkylboroniques n’a pas fonctionné en utilisant le Pd(dppf)Cl,.CH,Cl, comme catalyseur, K,CO;
comme base en présence d’oxyde d’argent (Ag,O) sous irradiations micro-ondes a 140 °C. Un
chauffage conventionel a 80°C a donc été tenté sur une durée d’une semaine afin de suivre
quotidiennement 1’évolution de la réaction de couplage du composé 5.27a avec 1’acide n-
pentylboronique (schéma 86). L’analyse CCM (Chromatographie Couche Mince) a indiqué la
présence du produit de départ avec le produit débromé. Le méme résultat est obtenu en absence
d’oxyde d’argent et en utilisant le 1,4-dioxane/eau (2/1) comme solvant a 80 °C pendant une semaine

(Tableau 4).

l’\l/
N/ Br
@i + N
~
N

NHCH,
5.27a

N=
f\’l/ Br oH

@ f\ A - N
N” >NHCHS
5.27a

Schéma 86 : Alkylation du composé 5.27a via le couplage croisé de Suzuki-Miyaura en utilisant
le chauffage traditionnel

Tableau 4 : Conditions de I’alkylation via le couplage croisé¢ de Suzuki-Miyaura et rendements.

Essai Base Solvant Température ~ Temps de réaction Rendements
°O) (jours) (%)
1 K,CO5/Ag,O THF 80 7 0
2 K,CO;4 1,4-Dioxane/H,0O 80 7 0
(2/1)

Deux essais d’alkylation via le couplage de Suzuki-Miyaura ont été également effectués sur le

composé 5.2 avec 1’acide n-pentylboronique sous irradiations micro-ondes (schéma 87, tableau 5).
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Dans le deuxiéme essai, nous avons utilisé le catalyseur PEPPSI-iPr (Pyridine-Enhanced Precatalyst

Preparation Stabilization and Initiation) dans lequel le palladium est complexé a un ligand de type

carbéne N-hétérocyclique (NHC) (figure 56). L’effet sigma donneur ainsi que I’encombrement

stérique de ce type des ligands facilite l'addition oxydante et I’élimination réductrice respectivement.

Par contre, dans les deux essais, le produit de départ est récupéré avec un trés petit pourcentage de

produit débromé.

NO, =\ o

N~/ I
\( + /\/\/B\OH
Br

5.2

Pd(dppf)Cly

PXe) PEPPSI iPr N N

Schéma 87 : Alkylation du composé 5.2 via le couplage croisé de Suzuki-Miyaura en utilisant le
Pd(dppf)Cl,.CH,CI, ou Peppsi.Pr comme catalyseur

Tableau 5 : Conditions d’alkylation du composé 5.2 via le couplage croisé de Suzuki-Miyaura.

Essai Base Solvant Température Temps de  Rendements
(°C) réaction (%)
(minutes)
1 K,CO; 1,4- 140 Pd(dppf)Cl,.CH,Cl, 30 0
Dioxane/H,O
(2/1)
2 K,CO; 1,4- 140 PEPPSI-iPr 30 0
Dioxane/H,O
(2/1)
}-Pr
.*-F'r

Figure 56 : Structure chimique du catalyseur PEPPSI-/Pr
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4.2.2 Problemes liés au couplage croisé avec les organolithiens

En 2013, Giannerini et coll.[291] ont décrit un couplage crois¢ pallado-catalysé entre des halogénures
d’aryle et des organolithiens d’aryle ou d’alkyle en utilisant le palladium comme catalyseur a

température ambiante pendant une heure (schéma 88).

Catalyseur Pd
Br + R2 Li > R1 R2
t.a. 1h

Ri

R, = vinyle, aryle, hétéroaryle
R, = alkyle, aryle, hétéroaryle

Schéma 88 : Couplage croisé pallado-catalysé en utilisant des organolithiens

Le meilleur résultat est obtenu lorsqu’ils ont utilisé le Pd,(dba);
(Tris(dibenzylideneacetone)dipalladium(0)) comme catalyseur et le P(‘Bu); (Tri-tert-butylphosphine)
comme ligand. De bons rendements sont ¢galement obtenus en utilisant d’autres ligands comme
XPhos (2-Dicyclohexylphosphino-2',4',6'-triisopropylbiphenyl) ou SPhos (2-Dicyclohexylphosphino-
2'.6'-dimethoxybiphenyl). Nous avons appliqué ce type de couplage croisé sur le composé 5.15 avec le
n-butyllithim (n-BuLi) (schéma 89, tableau 6, essai 1) en utilisant le Pd(OAc), (acétate de palladium
(IT)) comme catalyseur et XantPhos (4,5-Bis(diphenylphosphino)-9,9-dimethylxanthene) comme
ligand. Le produit débromé a été obtenu en majorité (95%) avec une petite quantité du produit de

départ (5%) di a un échange lithium-halogéne.

Schéma 89 : Couplage croisé pallado-catalysé du composé 5.15 et le n-BuLi

Le méme résultat a été obtenu en utilisant le chlorure de fer(Ill) (FeCls;), comme catalyseur et le
TMEDA (tétraméthyléthylénédiamine) comme ligand dans du THF (schéma 90, tableau 6, essai 2).
Ces conditions ont été décrites récemment par Jia et coll. pour la formation d’une liaison C-C via un

couplage croisé catalysé par le fer [292].
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N / Br : :N Y
NHCHs NHCH,

5.15
t.a. 1h

Schéma 90 : Couplage croisé catalysé par le fer du composé 5.15 et le n-BuLi

Tableau 6 : Conditions d’alkylation du composé 5.15 via un couplage croisé catlysé par Pd ou Fe.

Essai  Catalyseur  Ligand Solvant Température Tempsde  Rendements
°O) réaction (%)
(heures)
1 Pd(OAc), XantPhos Toluéne 25 1 0
2 FeCl; TMEDA THF 25 1 0

4.2.3 Difficultés liées a I’alkylation de ’'imidazole

Deux essais ont ¢té effectués concernant I’introduction d’une chaine alkyle sur le cycle imidazole afin
de synthétiser des imidazo[1,5-a]quinoxalines alkylés en position 1. Le premier consiste en une
réaction de bromation du cycle imidazole en position 2 afin d’introduire par la suite des chaines
alkyles via les coulages croisés pallado-catalysés (schéma 91). Dans ce cas, un mélange de produits

mono-, di- et tri-bromés a été obtenu en utilisant le NBS comme agent de bromation.

Schéma 91 : Bromation du cycle imidazole

Le deuxieme essai consiste en une alkylation du cycle imidazole en utilisant le #-BuLi comme base et
le 1-bromobutane comme ¢lectrophile dans du THF (schéma 92). En appliquant ces conditions

réactionnelles, le produit de départ a été récupéreé.

t.a. 4h

Schéma 92 : Alkylation du cycle imidazole
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4.2.4 Alkylation via le couplage croisé de Sonogashira

Des essais de couplage crois¢ de Sonogashira ont été réalisés sur deux produits bromés : le composé
5.2 et un autre de la série des imidazo[1,2-a]pyrazines en utilisant les conditions classiques de la

réaction de Sonogashira (schéma 93). Dans les deux cas, nous avons récupéré le produit de départ.

!

Br>’\ \\
[N /N g ; \ N—’/N
L s
z Rd(PPha)y Cul |
N NH =
? ) N” "NH,
70 °C, 12h

Schéma 93 : Essais d’alkylation via le couplage croisé¢ de Sonogashira.

D’apres la littérature, de nombreux couplages de Sonogashira ont été effectués sur des composés
iodés permettant I’obtention des produits désirés avec de bons rendements [293]. L’iodation du
composé 5.27 avec le NIS (N-iodosuccinimide) nous a permis d’obtenir le produit désiré avec un
rendement de 42%. Le couplage croisé du composé iodé avec le 1-pentyne en présence du tétrakis

Pd(PPh;), et du Cul nous a permis d’obtenir le produit alkylé (schéma 94).

@N f s
=
NHCH; DMF, 60 °C NHCH;  ACN/Et3N (2/1) N~ "NHCHj;

5.27 12h 5.29 Pd(PPhg), / Cul 5.30
42 % 70°C, 12h 38 %

Schéma 94 : Alkylation du composé 5.30 via couplage crois¢ de Sonogashira

4.3 Synthése des composés alkylés de type pyrazolo[1,5-a]quinoxaline

L’iodation du composé 5.27 s’effectue en position 3 et comme nous l’avons déja mentionné
précédemment, pour avoir une activité agoniste ou antagoniste TLR7/8, les pyrazolo[1,5-
a]quinoxalines devront étre alkylés en position 2. Nous avons donc recommandé ’acide 5-butyl-

1 H-pyrazole-3-carboxylique et I’acide 5-isobutyl-1H-pyrazole-3-carboxylique en vue d’obtenir les
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composés portant une chaine butyle et isobutyle en position 2 en utilisant la stratégie de synthése

décrite ci-dessous (schéma 95).

R1
R2 F R2 R1
0 F N
HoOC_ N R NH; R; NN R
~ _
= \H SoCl, _ g L N~ R NaHMDS HNN
=/  Reflux, 18 h N~ = THF, 4 h o
R O 5.32a: R=Butyle, Ry=R, =Rz =H
5.31a: R = Butyle 5.32b: R = Isobutyle, Ry =R, =R3=H
5.31b: R = Isobutyle 5.32c: R = Butyle, Ry = CH;, R, =R3 = H
60-70 % 5.32d: R = Butyle, R; = R3 = H, R, = CH3
50-60 %
R R
- Rq ,\']\l/ Ry N=
NaH 2 7 POCly R, N/ NH3 H,0
_— > —_—
Reflux, 48 h o N0 DEA _ _ ACN
3 N MW 130 °C, 15 min Ry N~ >Cl MW 140°C,2h
5.33a, 5.33b, 5.33c, 5.33d 5.34a, 5.34b, 5.34c, 5.34d
70-80 % 20-30 %

R
Ry N=
RZ:CEN y
~
Rs N” “NH,
5.35a, 5.35b, 5.35¢, 5.35d
50-60 %

Schéma 95 : Stratégie de synthése des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines alkylés

4.4 Synthése des composés de type imidazo[1,2-a]pyrazine
Vu que nous avons réussi a établir une liaison C-C par I'intermédiaire du couplage croisé¢ de

Sonogashira, une large varié¢té¢ de molécules alkylés de la série des imidazo[1,2-a]pyrazines a été

synthétisée avec de bons rendements (schéma 96).
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Br |
) =
N_ _NH, N N

o~ o N/
(L - [, s ( I

Cl
NaHCO,/IPA 5.36 12h M.O 140 °C, 2 h
Reflux, 5 h ' 5'37
’ 74 % 65 %
| R R‘
Alcynes
[ INH ACN/EtzN 2/1) [ I Pd/C [ I
2 Pd(PPhj), / Cul EtOH, 5h
5.38 70 OC 12h 5.393-9 5.403-9
0,
75 % 5.39a : R = 1-pentyne 5.40a : R' = pentyle
5.39b : R = 1-isopentyne 5.40b : R' = isopentyle
5.39¢ : R = 3-methoxypropyne 5.40c : R' = 3-methoxypropyle
5.39d : R = 1-hexyne 5.40d : R' = hexyle
5.39e : R = 3-butyn-1-ol 5.40e : R' = butan-1-ol
5.39f : R = 4-pentyn-1-ol 5.40f : R' = pentan-1-ol

5.399 : R = 3-amino-3-methylbutyne 5.40g : R' = 3-amino-3-methylbutyl

Schéma 96 : Stratégie de synthese des imidazo[1,2-a]pyrazines

Le cycle imidazo[l,2-a]pyrazine est construit a partir du 2-amino-3-chloropyrazine, le
bromoacétaldéhyde généré in situ conduisant a la formation du composé 5.36 avec un rendement de
74% qui va subir une iodation en présence du NIS pour aboutir au composé 5.37 avec un
rendement de 62 % . L’amination de ce dernier conduit au composé 5.38 qui, grace au couplage
croisé de Sonogashira, est alkylé en présence d’une grande variété d’alcynes pour donner les composés
5.39a-g. La réduction de ces derniers par hydrogénation aboutit aux composés finaux 5.40a-g avec de

bons rendements.

4.5 Synthése de composés alkylés de type imidazo[1,5-a]quinoxaline

Plusieurs essais ont été établis afin d’introduire une chaine alkyle en position 1 de la série des

imidazo[ 1,5-a]quinoxalines via le couplage croisé de Sonogashira.
4.5.1 Iodation en position 1 du cycle imidazo[1,5-alquinoxaline
L’iodation du composé 5.41 a abouti a la synthése d’un seul produit monoiodé dont la structure est

confirmée par RMN 2D. D’aprées une étude de RMN HMBC et NOE, 1’iode est placé en position 3 du

cycle imidazo[1,5-a]quinoxaline (schéma 97).
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FN FN FN
Nf o Nf o, Nfl
— >
= ACN = DMF, 50 °C, ~

N~ ~Cl N~ “NH, N~ “NH,
(o]
5.13 M.0140°C, 2 h 5.41 12 h 5.42
55 % 60 %

Schéma 97 : lodation du cycle imidazo[ 1,5-a]quinoxaline

L’alkylation sur cette position ne nous permet pas d’obtenir une activité sur les TLR7 et 8. Pour cela,
un transfert d’halogéne brome-iode a été réalisé sur le composé 5.16 en vue d’obtenir 1’iode en
position 1 (schéma 98). Un mélange du produit de départ (37.23%), du produit débromé (40.95%) et
du produit désiré (21.83%) est obtenu.

Br. I
—N —N
N/ NN
©: ~ ©: ~
N™ "NHCH; N “NHCH3
5.16 5.43
21.83%

Schéma 98 : Transfert d’halogéne brome-iode

4.5.2 lodation en position 2 du cycle imidazole

En 2005, Sosnowski et coll. ont rapporté une iodation oxydante de quelques hétérocycles, dont
I’imidazole, en utilisant le diiode (I,) et I’acide orthopériodique (HsIOg) comme oxydant dans 1’éthanol
a 60 °C pour 45 min [294]. En appliquant ces conditions, un mélange de produits mono-, di- et tri-

iodés est obtenu (schéma 99).

|
|
|
N\ HglOg/l /<
HN 50¢/12 HN\\N HN/\<N HN/\<

N
<" TEon

+
l\/ |\\/:/ + ] N
60 °C/ 45 min. I |

Schéma 99 : lodation de I’imidazole en utilisant le diiode et 1’acide orthopériodique.

Le méme résultat est obtenu lors de ’iodation du composé 5.1 en utilisant le NIS comme agent

d’iodation (schéma 100).

I
NOz =\ NO, =\ NO, F‘:\ NO, %N
N NIS N\(N N\(N Ny
e - + |
DMF, 12 h
5.1
Schéma 100 : lodation du composé 5.1.
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Pour franchir ces obstacles d’iodation, nous avons recommandé 1’imidazole iodé en position 2. Des
essais de Sonogashira sur le cycle imidazole iodé en position 4 ont été publiés par Sandtorv et coll. en
utilisant le tétrakis Pd(PPh;), et le Cul comme catalyseurs, et le tri¢thylamine comme base dans du

DMF sous irradiations micro-ondes (schéma 101) [293].

R
\_N H—R N N
D - 1Y
N Pd(PPhs),, Cul N
Tos EtsN, DMF Tos
M.O.(80 °C, 30 min) 50-93 %

Schéma 101 : Alkylation de I’imidazole via le couplage crois¢ de Sonogashira

Apres protection du groupement amine de 1’imidazole iodé en position 2, un couplage croisé de
Sonogashira avec le 1-pentyne a été réalisé en utilisant le protocole expérimental décrit par Sandtorv et
coll. avec une seule différence qui consiste en une utilisation de chauffage traditionnel au lieu des
irradiations micro-ondes. Avec ces conditions, nous avons réussi a obtenir I’imidazole alkylé en
position 1 avec un rendement de 67%. Deux autres alcynes ont ét¢ introduits par couplage croisé de
Sonogashira afin d’augmenter la diversité structurale de la série des imidazo[1,5-a]quinoxalines. La

nouvelle stratégie de synthese est décrite dans le schéma 102.

R
O
R
HN/< BOC,0 /%/[L /< Alcynes /%JL A A AN
\\/ . N E—— 07 "N - - \Q/N
</ DMF/ACN DMF N CH,Cl,
in. 5.46a, 5.46b, 5.46
EtsN - 4‘:’ 5.45a: R = 1-pentyne 30 MiN- ?30 90 0/' ¢
80 % 5.45b : R = 1-isobutyne R
5.45c : R = 1-hexyne
0-50 %

NO R'
O 2D e N
F H,/Pd-C ©/ \( CDI, PhCl, N/
—_—> —_—
reflux, 4 h N o
H

MeCN, reflux, 24 h EtOH
5.47a, 5.47b, 5.47c 5.48a' : R' = pentyle
70-80 % 5.48b' : R' = isobutyle 5.49a', 5.49b', 5.49¢'
5.48c' : R' = hexyle 40-50 %
70-80 %
R’
NH3.H,0 }?N
POCl3 f ACN N/
—_—— >
DEA I|v|o14o°c: 2h =
. N™ °NH
M.0.130°C, 15 min 2
5.50a', 5.50b', 5.50c' 5.51a', 5.51b', 5.51¢c"
20-30 % 50-60 %

Schéma 102 : Nouvelle stratégie de synthese des imidazo[1,5-a]quinoxalines alkylés
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La synthése débute par la protection du NH de I’imidazole iodé suivi d’un couplage croisé de
Sonogashira qui nous a permis d’obtenir les imidazoles alkylés 3.45a-c. Apres une étape de
déprotection, les composés 3.46a-c sont couplés avec I’orthofluorobenzéne en présence d’exces du
carbonate de potassium. Apres réduction du groupement nitro et de I’alcyne, les composés 3.49a’-¢’
sont obtenus apres insertion du carbonyldiimidazole (CDI) conduisant a la structure tricyclique
imidazoquinoxalinique. Une étape de chloration est nécessaire pour obtenir, par substitution

nucléophile, des imidazo[1,5-a]quinoxalines aminés 3.51a’-¢’.

L’introduction d’une chaine butyle par couplage croisé de Sonogashira n’est pas pratique puisque le 1-
butyne existe sous forme d’un gaz. Nous avons alors recommandé le 2-butyl-/H-imidazole en vue
d’obtenir I’imidazo[1,5-a]quinoxaline butyl¢ en position 1 en utilisant la méme stratégie de synthese
décrite dans le schéma 76. Le traitement de 1’ortho-fluorobenzéne avec le 2-butyl-/H-imidazole en
présence d’excés de carbonate de potassium donne le composé 3.52 avec un rendement de 80 %.
Aprées réduction du groupement nitro, le composé 5.54 est obtenu par cyclisation intramoléculaire
conduisant a la structure tricyclique imidazoquinoxalinique avec un rendement de 48 %. Une étape de
chloration est nécessaire pour obtenir, par substitution nucléophile, I’imidazo[1,5-a]quinoxaline aminé

5.56 avec un rendement de 55 % (schéma 103).

NH, \

HN \
@[NOQ ©/ NH,-NH,.H,0 N col, phei,
T —— —_—
F MeCN, reflux, 24h ; Pd/C,EtOH reflux, 4 h

reflux 1 h
5.52 5.53
80 % 58 %
—N —N
@N % __Poch Q:Nf NH3H,O @N 7
N o M.O. 130 °C, 15 min ACN NN
M.O. 140 °C, 2 h 2
N,N-diethylaniline 5.56
5.54 5.55 o5 9,
48 % 64 %

Schéma 103 : Synthése du 1-butylimidazo[1,5-a]quinoxalin-4-amine

En conclusion, nous avons synthétisé vingt-cinq produits appartenant a trois séries chimiques :
imidazo[ 1,2-a]pyrazines, imidazo[l,5-a]quinoxalines et pyrazolo[1,5-a]quinoxalines avec de

différents substituants sur le cycle a cing sommets. Ces composés nouvellement synthétisés présentent
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une grande similarité structurale avec les agonistes des TLR7 et 8, pour cela nous avons attendu a

obtenir une activité agoniste TLR7 et/ou TLRS.

5. Détermination de D’effet immunomodulateur de la deuxiéme librairie de

molécules

Nous avons utilisé le méme modele expérimental décrit précédemment afin d’évaluer 1’activité
agoniste et antagoniste TLR7 et 8. Aucun des composés cibles n'a présenté une activité agoniste TLR7
et TLRS, dans l'intervalle des concentrations testées (10 a 10 M).

D’une facon surprenante, tous les composés cibles ont montré une activité antagoniste TLR7 sans
aucune activité sur le TLR8 dans la gamme des concentrations testées. Les composés de type
imidazo[1,2-a]pyrazine ont montré une faible activité antagoniste TLR7. Une augmentation modeste
de l'activité est observée pour les imidazo[1,5-a]quinoxalines substitués par un butyle, pentyle et
isopentyle. Par contre, la série des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines a montré des activités antagonistes
TLR7 importantes. Les composés 5.35a et 5.35b, portant respectivement une chaine butyle et

isobutyle, se sont avérés les plus actifs avec des ICso de 8.23 et 10 uM respectivement (figure 57).

N= N=
L X
~
~
N™ "NH, N" NH,

Figure 57 : Structure chimiques de deux antagonistes TLR7.

Ces résultats sont exposés et discutés dans I’articule ci-dessous. Ce dernier devrait étre soumis

prochainement pour publication.
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Synthesis and biological evaluation of novel Toll-like receptor 7 selective
antagonists: Imidazo[1,2-a]pyrazines, Imidazo[1,5-a]quinoxalines and
Pyrazolo[1,5-a]quinoxalines

1,2 2 : 1 . .
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Pharmacie, 15 avenue Charles Flahault, BP 14491, 34093 Montpellier Cedex 5, France.
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Abstract

The toll-like receptor 7 and 8 (TLRs) play an important role in the immune system activation, and
their agonists may therefore serve as promising candidate vaccine adjuvants and stimulants for use in
immunotherapies. However, the chronic immune activation by excessive TLR activation is a hallmark
of several infectious and clinically important autoimmune diseases. Recently, chronic inflammation
has been suggested as an important epigenetic factor for tumorigenesis and tumor progession and
related to TLR7 stimulation. In this study, we have synthesized and characterized a wide variety of
compounds belonging to three heterocyclic chemical series : Imidazo[1,2-a]pyrazine, imidazo[1,5-
a]quinoxaline and pyrazolo[1,5-a]quinoxaline. These compounds have been tested for their TLR7/8
agonistic and antagonistic activity using HEK-Blue™-hTLR7/8 cells. The synthesized compounds are
completely inactive as TLR7/8 agonists and are selective TLR7 antagonists. A distinct structure-
activity relationship was observed with varying substituents on the imidazol and the pyrazol rings.
Two compounds of the pyrazolo[1,5-a]quinoxaline series, compound 23a and 23b, bearing butyl and
isobutyl chain respectively, are potent and selective TLR7 antagonists with low micromolar
concentrations ICsy. Our findings suggest that the compounds may therefore play an important role in

the therapy of several infectious, autoimmune diseases and cancer.
Keywords

Toll-like receptor 7 (TLR7), imidazo[l,2-a|pyrazine, imidazo[l,5-a]quinoxaline, pyrazolo[1,5-

a]quinoxaline, TLR7 antagonist, autoimmune diseases, cancer.
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1. Introduction

Innate immunity, also called natural or naive, is the first line of defense, non-specific, against
pathogens, recognizing highly conserved pathogenic-associated molecular patterns (PAMPs) found on
invading organisms. These PAMPs are recognized by pattern recognition receptors (PRRs), expressed
on the innate immunity cells, which play a role in the detection of the intra- and extracellular
environment for pathogens[1] [2]. Several classes of PRRs can be distinguished in mammals including
Toll-like receptors (TLRs), RIG-I-like receptors (RLRs), Nod-like receptors (NLRs), AIM2-like
receptors (ALRs), C-type lectin receptors (CLRs), and intracellular DNA sensors such as cGAS [3]
[4]. Toll-like receptors (TLRs) are a particularly important group of PRRs that exist in humans and
mammals and are homologous to the Drosophila Toll gene product [5] [6]. Each TLR is composed of
an extracellular domain with leucine-rich repeats (LRRs) that are responsible for the recognition of
pathogen elements (PAMPs), a transmembrane domain, and a cytoplasmic Toll/IL-1 receptor (TIR)
domain that initiates downstream signaling [7] [8]. Upon PAMP recognition, TLRs recruit adaptor
proteins such as MyD88 and TRIF which trigger the proinflammatory signaling cascades that result in
activation of nuclear factor (NF)-kB and upregulation of inflammatory cytokines, chemokines and
type I IFNs [8]. Ten different TLRs (TLR1 through 10) have been identified in humans and expressed
in innate immune cells such as dendritic cells (DCs) and macrophages as well as non-immune cells
such as fibroblast cells and epithelial cells [9] [10]. TLRs are divided into two groups based on their
localization, cell surface TLRs and intracellular TLRs. Cell surface TLRs include TLR1, TLR2,
TLR4, TLRS, TLR6, and TLR10 [11] [12], whereas intracellular TLRs are localized in the endosome
and include TLR3, TLR7, TLR8, TLRY [13]. Cell surface TLRs recognize microbial membrane
components such as lipids, lipoproteins, and proteins [14] [15] [3] [16]. Intracellular TLRs recognize
viral and endogenous double-stranded RNA (dsRNA; TLR3) [17] [18], singled-stranded RNA
(ssRNA; TLR7/8) [19] [20], or unmethylated CpG sequences in DNA (TLR9) [21].

Among the endosomal TLRs, TLR7 and TLRS have a high degree of homology and similarity in both
sequence and function[22] [23] [24] [25]. Both receptors recognize viral ssSRNA, as well as synthetic
tricyclic imidazoquinoline derivatives such as imiquimod (TLR7 agonist) and resiquimod (TLR7/8
agonist) [24]. Many reports in the literature have been focused on the development of new TLR7/8
agonists belonging to different chemical series [26] [27] [28] [29] [30] [31]. These agonists strongly
induce the production of T helper 1-polarizing cytokines and may therefore serve as promising
candidate vaccine adjuvants, especially for the very young and the elderly [32]. Despite the essential
roles of TLR7 and TLRS in the immune system stimulation, the chronic immune activation may be
responsible for several infectious and autoimmune diseases. TLR7 and TLRS can detect also
endogenous ssRNA derived from apoptotic cells, which will induce the production of autoantibodies
responsible for the development of autoimmune diseases such as Systemic Lupus Erythematosus
(SLE) [33] [34] [35]. In addition, the engagement of toll-like receptor-7 (TLR7) by single-stranded

viral RNA (ssRNA) has been reported to play a central role in immune activation-driven HIV
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replication [36]. Several studies have shown that TLR7 has protumorigenic effects, and it is highly
expressed in pancreas, liver and lung cancer, the stimulation of this receptor was shown to induce
tumor progression and carninogenesis and then reduce the expression of several antitumor molecules
implicated in the apotosis. In addition, high TLR 7 expression in primary tumor confers resistance to
chemotherapy in cancer patients [37] [38]. Consequently, the development of TLR7 inhibitors may
play an important role in the therapy of these diseases. The only known class of TLR7 antagonists is
synthetic oligonucleotides [39] [40], however, very little progress have been made toward the
development of drug-like small inhibitors targeting TLR7 and only few small-molecule inhibitors of
TLR7 have been reported in the literature [41] [42].

In the present study, we have synthesized a wide variety of compounds belonging to three chemical
series : Imidazo[1,2-a]pyrazine, imidazo[1,5-a]quinoxaline and pyrazolo[1,5-a]quinoxaline that share
structural similarity with known TLR7/8 agonists and antagonists. These compounds have been tested
for their TLR7/8 agonistic and antagonistic activity using HEK-Blue™-hTLR7/8 cells. The
synthesized compounds are completely inactive as TLR7/8 agonists and are TLR7 antagonists. Two
compounds of the pyrazolo[1,5-a]quinoxaline series, compound 23a and 23b are potent and selective

TLR7 antagonists with an ICs, value of 8.23 and 10 uM respectively.

2. Results

Our goal was to design and synthesize TLR7 and TLRS ligands that share structural similarity with
known ligands. In the literature, several TLR7/8 ligands have a NH, group and an alkyl chain,
preferably a butyl or pentyl chain, which are essential for agonistic or antagonistic activity [29] [32]
[41] [42]. So, we have synthesized a variety of compounds belonging to three chemical series:
Imidazo[1,2-a]pyrazine, imidazo[1,5-a]quinoxaline and pyrazolo[1,5-a]quinoxaline, with NH, group
in position 8 for the Imidazo[1,2-a]pyrazine (I) and in position 4 for the imidazo[1,5-a]quinoxaline

(II) and pyrazolo[1,5-a]quinoxaline (III), and alkyl chain R; on the imidazole or pyrazole ring.

R RN N N :
=\ = =

[ ) .
N” >NH, N >NH, N~ “NH,
I i I

Figure 1: Design and chemical structure of the synthesized compounds.
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2.1 Synthesis of imidazo[1,2-a]pyrazine derivatives

Several synthetic pathways have been described in the literature in order to obtain imidazo[l,2-
alpyrazine derivatives [43] [44] [45] [46]. We used the synthetic route described in scheme 1. The
imidazo[1,2-a]pyrazine scaffold was built up from 2-amino-3-chloropyrazine and in situ generated
bromoacetaldehyde affording the formation of 8-chloroimidazo[1,2-a]|pyrazine 1, according to
reference 46. Compound 1 was iodinated with N-iodosuccinimide (NIS) to give 8-chloro-3-
iodoimidazo[1,2-a]pyrazine 2. After amination of compound 2 under microwave assistance, we used
the Sonogashira cross-coupling reaction in order to introduce a variety of alkyl chains in position 3 of
the imidazole ring in the presence of copper and palladium catalyst. The reduction of the alkyne

function gives the final compounds 5a’-g’.

Y =

N N_ N

Br
N. _NH, j\ N
N
(L o (I
N >cl

| »,:\ 7,—\ R'}’\

N_ N N7
(e O ] I
—
c N” > NH, d N” NH,

3 4a-g 5a -g
4a : R = 1-pentyne 5a': R' = pentyle
4b : R = 1-isopentyne 5b' : R' = isopentyle
4c : R = 3-methoxypropyne 5¢' : R' = 3-methoxypropyle
4d : R = 1-hexyne 5d': R' = hexyle
4e : R = 3-butyn-1-ol Se': R' = butan-1-ol
4f : R = 4-pentyn-1-ol 5f': R'= pentan-1-ol

49 : R = 3-amino-3-methylbutyne 59" : R' = 3-amino-3-methylbutyl

Scheme 1. Synthesis of imidazo[1,2-a]pyrazine: (a) Bromoacetaldehyde diethyl acetal, 48% aq. HBr solution, reflux, 1.5 h,
NaHCO3/IPA, then 2-amino-3-chloropyrazine, reflux, 3 h, 74%; (b) NIS, DMF, rt, 12 h, 65%; (c) 30% aq. NH,OH solution,
ACN, MW (140 °C, 2h), 62%; (d) Alkynes, CH;CN/Et;N (2/1), Pd(PPhs),, Cul, 70 °C, 12h, 25-75%; (e) H,, Pd/C, EtOH, 50
psi, 24h, 25-60%.

2.2 Synthesis of imidazo[1,5-a]quinoxaline derivatives

The imidazo[1,5-a]quinoxaline derivatives were prepared using two synthetic pathways. The first one
is previously described [47] [48] and it is depicted in scheme 2. The treatment of ortho
fluoronitrobenzene with 2-butylimidazole with an excess of potassium carbonate gave compound 6 in
80% yield. Reduction of the nitro group resulted in the formation of compound 7 with 58% yield. The
formation of the tricyclic compound 8 was obtained after addition of carbonyldiimidazole by
intramolecular cyclization of 7. The chlorination of 8 by phosphorus oxychloride and substitution by

ammoniac afforded compound 10 with 55% yield.
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Scheme 2. Synthesis of imidazo[1,5-a]quinoxaline derivatives: (a) MeCN, reflux, 24 h, 80%; (b) NH,-NH,. H,O, Pd/C,
EtOH, reflux, 1 h, 58%; (c) CDI, PhCl,, reflux, 24 h, 48%; (d) POCl;, DEA, MW (130 °C, 15 min); (¢) 30% aq. NH,OH
solution, ACN, MW (140 °C, 2h), 55%.

In order to increase the structural diversity of the imidazo[1,5-a]quinoxaline series, we have used a
new synthetic pathway described in scheme 3, which allowed us to introduce a variety of alkyl chains
in position 1 of the imidazole ring. The synthesis begins with the protection of the NH group of the 2-
iodo-1H-imidazole followed by the Sonogashira cross coupling, which allowed us to obtain the
alkylated imidazoles 12a-c. After a deprotection step, imidazoles 13a-¢ were coupled with
orthofluorobenzene with an excess of potassium carbonate. After reduction of the nitro group and the
alkyne function, compounds 16a’-¢c’ were obtained after addition of carbonyldiimidazole by
intramolecular cyclization of 15a’-¢’. The chlorination of 16a’-¢’ by phosphorus oxychloride and

substitution by ammoniac afforded compounds 18a’-¢’.

| /%/[‘Z | /Qi R
HN/\< N’\< 0 N/\<
a b 12a: R = 1-pentyne

1" 12b : R = 1-isobutyne
12¢ : R = 1-hexyne

— NH —
T @E 12 N “dn
N\ F N/ NI,
N —F X
R
13a-c 14a-c 15a'-c’
15a' : R = pentyle

15b' : R = isobutyle
15¢' : R' = hexyle

R R
%N }cN
XY Xt by
oy
” (0] N Cl h N NH,

17a'-c’ 18a'-c’

16a'-c’

Scheme 3. Synthesis of imidazo[1,5-a]quinoxaline derivatives: (a) BOC,0, DMF/CH;CN, Et;N, rt, 24h, 80%; (b) Alkynes,
DMF, Pd(PPh;),, Cul, 70 °C, 12h, 33-67%; (c) TFA, CH,Cl,, 0 °C, 1h; (d) MeCN, reflux, 24 h, 28-33%; (¢) H,, Pd/C, EtOH,
50 psi, 24h, 81-87%; (f) CDI, PhCl,, reflux, 24 h, 62-84%; (d) POCl;, DEA, MW (130 °C, 15 min); (e) 30% aq. NH,OH
solution, ACN, MW (140 °C, 2h), 38-98%.
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2.3 Synthesis of pyrazolo[1,5-a] quinoxaline derivatives

Pyrazolo[1,5-a]quinoxaline derivatives were prepared according to the procedure presented in scheme
4. Dimers 14a, 14b resulted from the bimolecular condensation of the commercially available 5-butyl-
1H-pyrazole-3-carboxylic acid and 5-isobutyl-1H-pyrazole-3-carboxylic acid respectively, in presence
of thionyl chloride. Product 14a was coupled with either ortho-fluoroaniline or 2-fluoro-3-
methylaniline or 2-fluoro-4-methylaniline to give the intermediates 15a, 15¢ and 15d, respectively,
whereas product 14b was coupled with ortho-fluoroaniline to give the intermediate 15b. The tricyclic
compounds 16a-d were obtained via an intramolecular cyclization of 15a-d, under strong basic
conditions. Treatment of compounds 16a-d with phosphorus oxychloride and N, N-diethylaniline gave
compounds 17a-d. Displacement of the chlorine of 17a-d with ammoniac gives the final compounds

18a-d.

R
HOOC M \©: 2@/F
~N
NH —> R J—
N HN™'\ R
b HN =~ C
R o

o
19a: R = Butyl 20a: R =Butyl, Ry=R,=H
19b: R = Isobutyl 20b: R = Isobutyl, Ry =R, =H

20c: R = Butyl, R1 = CH,, R, = H
20d: R = Butyl, R1 = H, R, = CHj

R R
R4 N= R1 [\l"‘ R [\l’
I
Ro< :E :N Y R2\©:N Y RZ\@:N 7
SE— _ 3 —
N O d N Cl e N NH
21a-d 22a-d 23a-d

Scheme 4. Synthesis of pyrazolo[1,5-a]quinoxaline derivatives: (a) SOCl,, reflux, 18 h, 25%, 43%; (b) NaHMDS, THF, 5 h,
60-82%; (c) NaH, DMA, reflux, 48 h; (d) POCl;, DEA, MW (130 °C, 15 min); (¢) 30% aq. NH;OH solution, ACN, MW
(140 °C, 2h), 25-100%.

2.4 Biological activity

All the derivatives were counter-screened for TLR7 or TLR8 agonistic and antagonist activity in vitro
using HEK293 cells stably co-transfected with either the human TLR7 or TLR8 gene along with NF-
kB inducible SEAP (secreted embryonic alkaline phosphatase) reporter gene. The  stable
expression/inhibition =~ of SEAP under control of NF-kB promoters is induced by TLR
agonists/antagonists, and extracellular SEAP in the supernatant is spectrophotometrically measured
and proportional to NF-kB induction [49]. Resiquimod (TLR7/8 agonist) and CL264 (TLR7 agonist)

are used as positive controls. None of the target compounds displayed any TLR7 and TLR8 agonistic
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activity, in the range of tested concentrations (10 to 10® M). All the compounds have demonstrated
negligible cytotocxity at the concentration tested by using MTT assay (Data not shown).

Antagonistic activities were examined by incubating HEK-Blue-hTLR7 or HEK-Blue-hTLRS cells
with graded concentrations of test compounds in the presence of 1 ng/mL of CL264 or resiquimod
respectively. All the target compounds showed a TLR7 antagonistic activity, but failed to show TLRS
antagonistic activity in the range of tested concentrations. Concentrations of the compounds which
produced 50% TLR7 inhibition (ICs, values) are summarized in Table 1 for the imidazo[1,2-
alpyrazine (I), imidazo[1,5-a]quinoxaline (II) and pyrazolo[1,5-a]quinoxaline (III).

A SAR analysis for the ICs, values showed general trends in TLR7 selective activity. The Compounds
4a-c and 5a’-¢’ belonging to the imidazo[1,2-a]pyrazine series, showed a weak TLR7 antagonistic
activity. Then, the introduction of an alkyl chains with a heteroatom in position 3 of the imidazole ring
(compounds 4d-g and 5d’-g’) showed weak TLR7 antagonists.

A modest increase in activity is noted for imidazo[l,5-a]quinoxaline series when the alkyl chain
length reaches butyl, pentyl and isopentyl. Compounds 10, 18a’ and 18b’, displayed modest TLR7
antagonistic activity, with an ICs, value of 17.33, 22 and 17.67 uM respectively. However, a decrease
in the antagonistic activity was apparent when the alkyl chain is lengthened beyond 5 carbons atoms to
hexyl, compound 18¢’. The greatest TLR7 antagonistic potencies are showed to the pyrazolo[1,5-
a]quinoxalline series. Compounds 23a and 23b, bearing butyl and isobutyl chain respectively,
exhibited low micromolar TLR7-inhibitory activity with an ICs, value of 8.23 and 10 uM respectively
(Figure 1). The introduction of methyl group in position 8§ or 9 did not affect the activity.

Although these three chemical series sharing structural similarity, significant differences in the
antagonistic activity have been detected. In fact, the position of the nitrogen atom on the five-
membered ring as well as the position of the alkyl chain, lead to differences in activity. According to
our results, the vicinal position of the two nitrogen atoms in the five-membered ring, like pyrazole

ring, is the best position leading to an important antagonistic activity.

Table 1. TLR7-antagonistic activities of Imidazo[1,2-a]pyrazine (I), imidazo[1,5-a]quinoxaline (II) and pyrazolo[1,5-

a]quinoxaline (III) *.

R R R
T\ R 7’—:N Ry N=
[NIN R3\@Nf R3\©iN Y
» ) y
N~ “NH, N~ “NH, N" NH;
Imidazo[1,2-a]pyrazine (l) Imidazo[1,5-a]lquinoxaline (ll) Pyrazolo[1,5-a]quinoxaline (llI)
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Compounds R, R, R; Formula I1Cso* (uM)
Imidazo[1,5-a|pyrazines (I)
4a - - C H N 23.67 +5.85
ngL/\/ 111112484
4b /\ - - Cy HpNy 39+2.82
G
=7
4c /\/\ - - C12H14N4 23.5+£0.7
G
/‘771/
4d _ e - - CioH0N,O 425+219
4
2

4e oH - - CioHoN,O 49.5+3.53

iﬁ/\/ 1011104N4

4f /\/\OH - - C11H12N4O 42.5+6.36

4g - - C] ]H13N5 57 +£4.24

% NH,

5a’ ;Ss\/\/\ - - C11H16N4 40+7
5b’ W - - C] ]H16N4 26 +£9.54

5¢’ ;;:\/\/\/ - - C12H13N4 32.5+3.53
5d’ :r_r!’\/\/o\ - - C10H14N4O 84 +15.55

5e’ ?555\/\/\0'_I - - C10H14N4O 50+21.21

5P e~ | - ; C1H N0 435+ 1343
Sg’ W‘; - - C] ]H17N5 46 £7.07

Imidazo[1,5-a]quinoxaline (II)

10 NN H H Ci4H 6Ny 17.33 £5.03
18a’ :r‘_r\/\/\ H H C15H18N4 22+11
18b’ \)\ H H CysH gNy 17.67 £ 6.02

7
18¢’ o H H Ci6HaoNy 45 +18.38
P

Pyrazolo[1,5-a]quinoxaline (III)
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23a }s‘r\/\/ H H C14H16N4 8.23+£1.62

23b }{W/ H H Ci4H 6Ny 10+1.73

23c¢ ‘\Jyr\/\/ CH3 H C15H18N4 30.67 £17.55

23d NN H CH; CysH gNy 16.33 £6.80

* 1Cs, concentration of the compound (uM) producing 50% TLR7 inhibition after 24 h of compound exposure. Each
experiment was run at least three times, and the results are presented as average values + standard deviation

3. Discussion

In the recent years, much of the research works have been focused on the development of new TLR7
and TLRS8 agonists belonging to different chemical series, such as imidazo[4,5-c]pyridines (TLR7
agonist) [26], thiazolo[4,5-c]quinolines (TLR7/8 agonist) [27], benziimidazol-2-amines (TLRS
agonist) [32], pyrimidine-2,4-diamines (TLR7/8 agonist) [31] in order to identifying effective vaccine
adjuvants with minimal reactogenicity. Despite the importance of TLR7 and TLRS in the immune
system activation, and especially in the development of Type 1 helper T cells and CDS8 + cytotoxic T
lymphocytes, the chronic immune activation is a hallmark of several infectious and autoimmune
diseases; hence, the development of TLR7/8 inhibitors may play an important role in the therapy of
these diseases. The known class of TLR7/8 antagonists was synthetic oligonucleotides [39] [40], many
reports have been developed oligonucleotide-based antagonists of TLR7, 8 and 9. The antagonist
compounds inhibited signaling pathways and production of a broad range of cytokines, including
tumour necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin (IL)-12, IL-6, interferon (IFNa), and IL-18
mediated by TLR7, 8 and 9. In addition, several antagonist compounds effectively inhibit
inflammatory pathways involved in the development of Systemic Lupus Erythematosus (SLE) and
constitute a potential therapeutic approach for the treatment of SLE and other autoimmune diseases
[39]. However, only few small-molecule inhibitors of TLR7 and TLRS8 have been reported in the
literature. In 2009, Shukla et al. synthesized the Guardiquimod (TLR7 agonist) and its 3H
regioisomer which was found to be completely inactive as a TLR7 agonist and was, in fact, weakly
antagonistic. A des-amino precursor of the 3H regioisomer was more potent as a TLR7 antagonist,
with an ICsy value of 7.5 uM. This compound is the first small molecule with TLR7-antagonistic
activity [41]. In 2011, the same team developed a variety of 3H imidazoquinolines with TLR7/8-
antagonistic activity [42]. More recently, Zhang et al. have developed selective TLR8 antagonists
belonging to the pyrazolo[1,5-a]pyrimidine and quinolines series. In their study, they showed the
existence of a new antagonist binding site different than that described for the agonist. Upon binding
to this new site, the small-molecule ligands stabilize the preformed TLR8 dimer in its resting state,

preventing activation [50]. In addition, the superimposition of the antagonistic binding sites of TLR7
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and TLRS reveals structural distinctions [50], which may explain the inhibitory activity of our target
compounds specifically against TLR7, but not against TLRS&. In our study, the most active compounds
belong to the pyrazolo[1,5-a]quinoxaline series. This series is not very well described and little
biological activity has been reported in the literature. In 1993, Colotta et al. have synthesized
pyrazolo[1,5-a]quinoxaline derivatives, one of the tested compounds showed some benzodiazepine
receptor activity [51]. Then in 2008, the pyrazolo[1,5-a]quinoxaline derivatives were synthesized by
our laboratory, and tested for their anti-tumoral activity; they showed direct anti-tumoral activity
similar to that of imiquimod [47]. Last year, we synthesized and tested pyrazolo[1,5-a]quinoxaline
compounds for their IKK inhibitory activity, none of these compounds exhibit any inhibitory activity
on IKK1 and IKK?2 [48]. In the present work, we have discovered an important activity for the
pyrazolo[1,5-a]quinoxaline series as selective TLR7 antagonists, and may therefore play an important

role in the therapy of several infectious and autoimmune diseases.

4. Conclusion

In summary, we have synthesized a variety of alkylated compounds belonging to three chemical series
: Imidazo[1,2-a]pyrazines, imidazo[1,5-a]quinoxalines and pyrazolo[1,5-a]quinoxalines. All these
compounds have shown a weak TLR7-antagonistic activity. The pyrazolo[1,5-a]quinoxaline
compounds 23a and 23b, bearing butyl and isobutyl chain, exhibited an important TLR7-antagonistic
activity, with an ICs, value of 8.23 and 10 uM respectively. These preliminary results may therefore
be useful as a lead for the synthesis of more potent small-molecule receptor antagonists of TLR7

belonging to the chemicals series described in this paper.

5. Experimental part

5.1 Chemistry

All purchased chemicals were used without further purification. Chemicals were purchased from
Sigma Aldrich Chemical Co., Alfa Aesar Co, VWR and FluoroChem UK. Silica gel chromatography
was conducted with 230-400 mesh 60 A silica gel (Sigma Aldrich Chemical Co.). Thin layer
chromatography plates (Kieselgel 60 F254) were purchased from Merck. The progress of reaction was
monitored by TLC exposure to UV light (254 nm and 366 nm). Microwave assisted organic syntheses
were performed on the Biotage Initiator 2.0 Microwave. 'H and ?C NMR spectra were obtained on
Briiker AC-300, AC-400 and AC-600 spectrometers. Chemical shifts are given as parts per million
(ppm) using residual dimethylsulfoxide signal for protons (dpmso = 2.46 ppm) and carbons (dpmso =
40.00 ppm). Abbreviations used for signal patterns are the following: s, singlet; d, doublet; t, triplet; q,
quartet; m, multiplet. Mass spectral data were obtained on a Micromass Q-Tof (Waters) spectrometer
equipped with ESI source (Laboratoires de Mesures Physiques, Plateau technique de I'Institut des
Biomolécules Max Mousseron, Université de Montpellier, Montpellier, France). Mass spectra were
recorded in positive mode between 50 and 1500 Da, capillary and cone tension were 3000 and 20 V,
respectively. The High Resolution Mass Spectrometry (HR MS) analyses are carried out by direct
introduction on a Synapt G2-S mass spectrometer (Waters, SN: UEB205) equipped with ESI source.
The mass spectra were recorded in positive mode, between 100 and 1500 Da. The capillary tension is
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1000 V and the cone tension is 30 V. The source and desolvation temperatures are 120 ° C and 250 °
C, respectively.

8-chloroimidazo[1,2-a]pyrazine (1)

A mixture of bromoacetaldehyde diethyl acetal (20 ml, 131.24 mmol) and 48% aqueous hydrogen
bromide solution (5 ml) was stirred at reflux temperature for 1.5 h. After cooling back to room
temperature it was poured onto a suspension of sodium hydrogen carbonate (10.0 g, 116.0 mmol) and
2-propanol (155 ml) and stirred until the gas evolution ceased. The formed precipitate was filtered,
then 2-amino-3-chloropyrazine (8) (5.0 g, 38.6 mmol) was added to the filtrate and stirred at reflux
temperature for 3 h. The reaction mixture was allowed to cool down to room temperature, the resulting
solid was collected by filtration and washed with 2-propanol. The solid was partitioned between
chloroform and 10% aqueous sodium hydrogen carbonate solution. The layers were separated and the
aqueous layer was extracted with chloroform (2x). The combined organic layers were dried over
sodium sulphate, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude product was triturated
with diethylether and filtered to give 6.48 g of compound 1 (74%).

CeH4CIN3. Mw: 153.57 g/mol. Mp 170.2-171.3 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-d¢) 7.72 (d, 1H, J = 3 Hz), 7.86 (d, 1H), 8.27 (d, 1H, J = 3 Hz),
8.65 (d, 1H, J =3 Hz).

PC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-d¢) 117.72, 121.21, 127.71, 128.41, 135.74, 135.84.

MS (ESI +, QTof, m/z): 154.2 [M+H]".

8-chloro-3-iodoimidazo|1,2-a|pyrazine (2)

To a solution of compound 1 (2.0 g, 13 mmol) in anhydrous DMF (65 ml) was added NIS (3.22 g,
14.30 mmol), and the reaction mixture was heated at 45 °C for 12 h. The reaction mixture was diluted
with water and extracted with ethylacetate (3 x 300 ml). The combined organic layer was dried over
MgSO, and concentrated under reduced pressure, and the crude material was triturated with
diethylether and filtered to give 2.22 g of compound 2 (65%).

CeH;CIIN;. Mw: 279.47 g/mol. Mp 263.5-264.3 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-d) 7.83 (d, 1H, J= 3 Hz), 8.01 (s, 1H), 8.44 (d, 1H, J= 6 Hz).
PC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-ds) 120.80, 128.86, 129.59, 139.99, 141.94, 142.16.

MS (ESI +, QTof, m/z): 279.9 [M+H]".

3-iodoimidazo|[1,2-a]pyrazin-8-amine (3)

Ammonia of a 30% (w/v) aqueous solution (12 ml, 90 mmol) was added to a solution of 2 (0.5 g, 1.8
mmol) in acetonitrile in a microwave-adapted vial. The reaction was submitted to microwave
irradiations during 2 h at 140 °C. The solvent is removed under reduced pressure. The residue was
washed with water and filtered to give 0.75 g of compound 3 as a beige solid (62% yield).

CeHsINg. Mw: 260.04 g/mol. Mp 226.3-227.5 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-d) 7.00 (s, 2H, NH,), 7.32 (d, 1H, J = 4 Hz), 7.51 (d, 1H, /=4
Hz), 7.64 (s, 1H).

PC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-d,) 68.49, 110.17, 130.02, 135.42, 138.48, 150.72.

MS (ESI +, QTof, m/z): 261.0 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C¢H¢IN4 260.9637, found 260.9636.
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3-(pent-1-yn-1-yl)imidazo[1,2-a]pyrazin-8-amine (4a)

To a solution of compound 3 (0.5 mg, 2 mmol) in a 2:1 mixture of CH;CN (24 mL) and Et;N (12 mL)
were added Pd(PPh;s), (231 mg, 0.2 mmol) and Cul (76 mg, 0.4 mmol). The reaction mixture was
degassed with dry nitrogen for 5 min, and then 1-pentyne (0.4 mL, 4 mmol) was added. The resulting
reaction mixture was stirred for 12 h under nitrogen atmosphere. After completion of the reaction, the
reaction mixture was diluted with water and extracted with ethyl acetate (3 x 120 mL). The combined
organic layer was dried over Na,SO, and concentrated under reduced pressure, and the crude material
was purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethylacetate 50/50 to 30/70 to give
0.18 g of the compound 4a as a white solid (45% yield).

C1H;oN,. Mw: 200.24 g/mol. Mp 160.6-161.8 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-dg) 1.03 (t, 3H, J = 6 Hz), 1.60-1.67 (m, 2H), 2.55 (t, 2H, J =6
Hz), 7.05 (s, 2H, NH,), 7.37 (br s, 1H), 7.62 (d, 1H, J=4 Hz), 7.72 (s, 1H).

BC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-d) 13.85, 21.38, 21.92, 67.94, 100.87, 108.93, 110.89, 130.08,
132.30, 135.49, 150.78.

MS (ESI +, QTof, m/z): 201.2 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C;H 3N, 201.1140, found 201.1142

3-(3-methylbut-1-yn-1-yl)imidazo[1,2-a]pyrazin-8-amine (4b)

To a solution of compound 3 (0.5 mg, 2 mmol) in a 2:1 mixture of CH;CN (24 mL) and Et;N (12 mL)
were added Pd(PPh;), (231 mg, 0.2 mmol) and Cul (76 mg, 0.4 mmol). The reaction mixture was
degassed with dry nitrogen for 5 min, and then 3-methyl-1-butyne (0.4 mL, 4 mmol) was added. The
resulting reaction mixture was stirred for 12 h under nitrogen atmosphere. After completion of the
reaction, the reaction mixture was diluted with water and extracted with ethyl acetate (3 x 120 mL).
The combined organic layer was dried over Na,SO,4 and concentrated under reduced pressure, and the
crude material was purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethylacetate 50/50 to
30/70 to give 0.2 g of the compound 4b as a beige solid (50% yield).

C1H;oN,. Mw: 200.24 g/mol. Mp 174.8-175.4 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-d,) 1.30 (d, 6H, J = 6 Hz), 2.94-2.98 (m, 1H), 6.67 (s, 2H, NH,),
7.38 (brs, 1H), 7.60 (d, 1H, J=4 Hz), 7.65 (s, 1H).

BC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-d) 21.28, 23.05, 31.17, 67.06, 106.05, 108.94, 110.73, 130.02,
135.41, 150.79, 206.98.

MS (ESI +, QTof, m/z): 200.9 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C;;H3N4201.1140, found 201.1140

3-(3-methoxyprop-1-yn-1-yl)imidazo[1,2-a]pyrazin-8-amine (4c)

To a solution of compound 3 (0.5 mg, 2 mmol) in a 2:1 mixture of CH;CN (24 mL) and Et;N (12 mL)
were added Pd(PPh;s), (231 mg, 0.2 mmol) and Cul (76 mg, 0.4 mmol). The reaction mixture was
degassed with dry nitrogen for 5 min, and then methyl propargyl ether (0.33 mL, 4 mmol) was added.
The resulting reaction mixture was stirred for 12 h under nitrogen atmosphere. After completion of the
reaction, the reaction mixture was diluted with water and extracted with ethyl acetate (3 x 100 mL).
The combined organic layer was dried over Na,SO, and concentrated under reduced pressure, and the
crude material was purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethylacetate 50/50 to
10/90 to give 0.15 g of the compound 4c as a beige solid (0.15 g, 37%).

CioHoN4O. Mw: 202.21 g/mol. Mp 173.9-174.8 °C

'H-NMR & (ppm, 600 MHz, CDCl;) 3.50 (s, 3H, CH;), 4.46 (s, 2H, CH,), 5.82 (s, 2H, NH,), 7.35 (d,
1H, J=4 Hz), 7.57 (d, 1H, J= 4 Hz), 7.65 (s, 1H).

BC-NMR & (ppm, 150 MHz, CDCl;) 30.94, 57.92, 60.43, 95.39, 110.36, 129.17, 132.48, 137.02,
149.58, 270.00.

MS (ESI +, QTof, m/z): 202.9 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C,,H;;N,4O 203.0933, found 203.0933
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3-(hex-1-yn-1-yl)imidazo[1,2-a]pyrazin-8-amine (4d)

To a solution of compound 3 (0.5 mg, 2 mmol) in a 2:1 mixture of CH;CN (24 mL) and Et;N (12 mL)
were added Pd(PPh;), (231 mg, 0.2 mmol) and Cul (76 mg, 0.4 mmol). The reaction mixture was
degassed with dry nitrogen for 5 min, and then 1-hexyne (0.46 mL, 4 mmol) was added. The resulting
reaction mixture was stirred for 12 h under nitrogen atmosphere. After completion of the reaction, the
reaction mixture was diluted with water and extracted with ethyl acetate (3 x 100 mL). The combined
organic layer was dried over Na,SO, and concentrated under reduced pressure, and the crude material
was purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethylacetate 60/40 to 40/60 to obtain
the compound 4d as a yellow solid (0.21 g, 53%).

CpoHi4N,;. Mw: 214.27 g/mol. Mp 143.7-144.4 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-dq) 0.90 (t, 3H, J = 7 Hz), 1.41-1.50 (m, 2H), 1.55-1.62 (m, 2H),
2.55(t, 2H, J="7 Hz), 7.04 (s, 2H, NH,), 7.65 (br s, 2H), 7.70 (s, 1H).

BC-NMR 6 (ppm, 100 MHz, DMSO-dg) 13.92, 19.13, 21.93, 30.48, 67.80, 100.98, 110.93, 135.55.
MS (ESI +, QTof, m/z): 215.0 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C;,H5N,215.1297, found 215.1293

4-(8-aminoimidazo[1,2-a]pyrazin-3-yl)but-3-yn-1-ol (4e)

To a solution of compound 3 (0.5 mg, 2 mmol) in a 2:1 mixture of CH;CN (24 mL) and Et;N (12 mL)
were added Pd(PPhs), (231 mg, 0.2 mmol) and Cul (76 mg, 0.4 mmol). The reaction mixture was
degassed with dry nitrogen for 5 min, and then 3-butyn-1-ol (0.30 mL, 4 mmol) was added. The
resulting reaction mixture was stirred for 12 h under nitrogen atmosphere. After completion of the
reaction, the reaction mixture was diluted with water and extracted with ethyl acetate (3 x 100 mL).
The combined organic layer was dried over Na,SO,4 and concentrated under reduced pressure, and the
crude material was purified by flash chromatography eluted with ethylacetate/methanol 100/0 to 95/5
to give the compound 4e as a yellow solid (0.3 g, 75%).

C10HoN4O. Mw: 202.21 g/mol. Mp 171.9-172.8 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-d) 2.69 (t, 2H, J = 4 Hz), 3.63 (t, 2H, J = 4 Hz), 7.03 (s, 2H,
NH,), 7.36 (br s, 1H), 7.66 (br s, 1H), 7.70 (s, 1H).

PC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-de) 24.11, 59.96, 68.35, 99.16, 110.92, 129.92, 135.47, 150.76.
MS (ESI +, QTof, m/z): 202.9 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C,oH;;N,O 203.0933, found 203.0935

5-(8-aminoimidazo|[1,2-a]pyrazin-3-yl)pent-4-yn-1-ol (4f)

To a solution of compound 3 (0.5 mg, 2 mmol) in a 2:1 mixture of CH;CN (24 mL) and Et;N (12 mL)
were added Pd(PPh;), (231 mg, 0.2 mmol) and Cul (76 mg, 0.4 mmol). The reaction mixture was
degassed with dry nitrogen for 5 min, and then 4-pentyn-1-ol (0.40 mL, 4 mmol) was added. The
resulting reaction mixture was stirred for 12 h under nitrogen atmosphere. After completion of the
reaction, the reaction mixture was diluted with water and extracted with ethyl acetate (3 x 100 mL).
The combined organic layer was dried over Na,SO,4 and concentrated under reduced pressure, and the
crude material was triturated with dichloromethane to give 0.18 g of the compound 4f as a beige solid
(43% yield).

C11H12N40. Mw: 216,24 g/mOl Mp 155.8-156.9 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-d¢) 1.59-1.65 (m, 2H), 2.48 (t, 2H, J = 7 Hz), 3.43 (t, 2H, J =7
Hz), 4.47 (s, 1H, OH), 6.97 (s, 2H, NH,), 7.00-7.90 (m, 3H).

PC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-d¢)16.21, 31.75, 59.87, 67.68, 100.96, 110.98, 129.42, 132.10,
135.58, 150.58.

MS (ESI +, QTof, m/z): 217.1 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C;;H;3N,O 217.1089, found 217.1090

3-(3-amino-3-methylbut-1-yn-1-yl)imidazo|[1,2-a|pyrazin-8-amine (4g)

164



To a solution of compound 3 (0.5 mg, 2 mmol) in a 2:1 mixture of CH;CN (24 mL) and Et;N (12 mL)
were added Pd(PPh;), (231 mg, 0.2 mmol) and Cul (76 mg, 0.4 mmol). The reaction mixture was
degassed with dry nitrogen for 5 min, and then 2-methylbut-3-yn-2-amine (0.42 mL, 4 mmol) was
added. The resulting reaction mixture was stirred for 12 h under nitrogen atmosphere. After
completion of the reaction, the reaction mixture was diluted with water and extracted with ethyl
acetate (3 x 100 mL). The combined organic layer was dried over Na,SO4 and concentrated under
reduced pressure, and the crude material was purified by reverse phase chromatography eluted with
acetonitrile/water 100/0 to 50/50 to give 0.10 g of the compound 4g as a beige solid (25% yield).
C11H13N5. Mw: 215,25 g/mOI Mp 168.3-169.5 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-dg) 1.44 (s, 6H), 7.03 (s, 2H, NH,), 7.37 (s, 1H), 7.67-7.69 (m,
2H).

PC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-d,) 31.92, 46.27, 66.67, 109.01, 110.63, 130.04, 132.37, 135.18,
150.74.

MS (ESI +, QTof, m/z): 216.1 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C; H4Ns 216.1249, found 216.1250

3-pentylimidazo[1,2-a]pyrazin-8-amine (5a)

To a solution of compound 4a (0.15 g, 0.75 mmol) in anhydrous ethanol EtOH (35 mL) was added a
catalytic amount of Pd/C 10%, and the reaction mixture was subjected to hydrogenation at 50 psi for
24 h. The reaction mixture was filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to
give 0.09 g of compound 5a as a beige solid (60 % yield).

C11HgNg. Mw: 204.27 g/mol. Mp 170.3-171.4 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-d,) 0.85 (t, 3H, J = 7 Hz), 1.30-1.35 (m, 4H), 1.62-1.67 (m, 2H),
2.77 (t, 2H, J="7 Hz), 6.77 (s, 2H, NH,), 7.19 (d, 1H, J=4 Hz), 7.30 (s, 1H), 7.57 (d, 1H, J= 4 Hz).
BC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-d,) 14.33, 22.28, 23.28, 27.21, 31.33, 108.54, 127.53, 128.41,
129.69, 132.62, 150.86.

MS (ESI +, QTof, m/z): 205.2 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C;H;7;N4205.1453, found 205.1456

3-isopentylimidazo[1,2-a]pyrazin-8-amine (5b)

To a solution of compound 4b (0.17 g, 0.85 mmol) in anhydrous ethanol EtOH (40 mL) was added a
catalytic amount of Pd/C 10%, and the reaction mixture was subjected to hydrogenation at 50 psi for
24 h. The reaction mixture was filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to
give 0.05 g of compound 5b as a beige solid (29 % yield).

C11Hi6Ng. Mw: 204,27 g/mol. Mp 198.2-199.3 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-d) 0.92 (d, 6H, J = 6 Hz), 1.53-1.60 (m, 3H), 2.77 (t, 2H, J =7
Hz), 6.77 (s, 2H, NH,), 7.19 (d, 1H, J=4 Hz), 7.29 (s, 1H), 7.56 (d, 1H, J = 4 Hz).

BC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-dy) 21.37, 22.72, 27.67, 36.34, 108.51, 127.62, 128.42, 129.52,
132.62, 150.87.

MS (ESI +, QTof, m/z): 205.3 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C;;H;7N,205.1453, found 205.1453

3-(3-methoxypropyl)imidazo[1,2-a]pyrazin-8-amine (5c¢)

To a solution of compound 4¢ (0.132 g, 0.65 mmol) in anhydrous ethanol EtOH (40 mL) was added a
catalytic amount of Pd/C 10%, and the reaction mixture was subjected to hydrogenation at 50 psi for
24 h. The reaction mixture was filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to
give 0.05 g of compound 5c¢ as a beige solid (42% yield).

C10H14N4O. Mw: 206.24 g/mol. Mp 165.0-166.0 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-d;) 1.84 (m, 2H), 2.82 (t, 2H, J = 7 Hz), 3.24 (s, 3H), 3.35 (t, 2H,
J=17Hz),7.04 (s, 2H, NH,), 7.20 (d, 1H, J=4 Hz), 7.34 (s, 1H), 7.60 (d, 1H, J=4 Hz).
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BC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-dg) 20.11, 27.64, 58.37, 71.33, 108.68, 127.16, 127.63, 130.12,
132.45, 150.42.

MS (ESI +, QTof, m/z): 207.1 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C;,H;5N,O 207.1246, found 207.1248

3-hexylimidazo[1,2-a]pyrazin-8-amine (5d)

To a solution of compound 4d (0.17 g, 0.8 mmol) in anhydrous ethanol EtOH (40 mL) was added a
catalytic amount of Pd/C 10%, and the reaction mixture was subjected to hydrogenation at 50 psi for
24 h. The reaction mixture was filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to
give 0.086 g of compound 5d as a beige solid (54% yield).

CpHgN,. Mw: 218.30 g/mol. Mp 149.9-148.8 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-d) 0.83 (t, 3H, J = 7 Hz), 1.22-1.30 (m, 6H), 1.60 (m, 2H), 2.78
(t,2H, J=7 Hz), 7.21 (m, 3H, NH,, CH), 7.35 (s, 1H), 7.63 (d, 1H, J= 4 Hz).

BC-NMR 6 (ppm, 100 MHz, DMSO-ds) 14.39, 22.50, 23.29, 27.50, 28.20, 31.41, 108.87, 126.28,
128.49, 130.26, 132.22, 150.15.

MS (ESI +, QTof, m/z): 218.9 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C;,H;oN4 219.1610, found 219.1609

4-(8-aminoimidazo[1,2-a]pyrazin-3-yl)butan-1-ol (5e)

To a solution of compound 4e (0.28 g, 1.4 mmol) in anhydrous ethanol EtOH (60 mL) was added a
catalytic amount of Pd/C 10%, and the reaction mixture was subjected to hydrogenation at 50 psi for
24 h. The reaction mixture was filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to
give 0.084 g of compound 5e as a white solid (30% yield).

CioH14N4O. Mw: 206,24 g/mol. Mp 168.4-169.3 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-dq) 1.46-1.53 (m, 2H), 1.65-1.73 (m, 2H), 2.79 (t, 2H, J = 7 Hz),
3.41-3.46 (m, 2H), 4.40 (t, 1H, OH), 6.77 (s, 2H, NH»), 7.20 (d, 1H, J =4 Hz), 7.30 (s, 1H), 7.58 (d,
1H, /=4 Hz).

BC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-dy) 23.15, 24.15, 32.46, 60.77, 108.55, 127.56, 128.39, 129.69,
132.61, 150.85.

MS (ESI +, QTof, m/z): 207.1 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C,,H;sN4O 207.1246, found 207.1247

5-(8-aminoimidazo[1,2-a]pyrazin-3-yl)pentan-1-ol (5f)

To a solution of compound 4f (0.16 g, 0.74 mmol) in anhydrous ethanol EtOH (50 mL) was added a
catalytic amount of Pd/C 10%, and the reaction mixture was subjected to hydrogenation at 50 psi for
24 h. The reaction mixture was filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to
give 0.084 g of compound 5f as a white solid (53% yield).

C11HisN,O. Mw: 220,27 g/mol. Mp 179.7-180.2 °C

'H-NMR §& (ppm, 400 MHz, DMSO-d;) 1.38-1.41 (m, 2H), 1.45-1.49 (m, 2H), 1.65-1.98 (m, 2H), 2.79
(t, 2H, J =7 Hz), 3.35-3.40 (m, 2H), 4.38 (s, 1H, OH), 6.79 (s, 2H, NH,), 7.20 (d, 1H, J =4 Hz), 7.31
(s, 1H), 7.59 (d, 1H, J=4 Hz).

PC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-d,) 23.39, 25.71, 27.45, 32.66, 61.06, 108.54, 127.51, 128.41,
129.70, 132.59, 150.86.

MS (ESI +, QTof, m/z): 221.1 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C;;H;7N,0221.1402, found 221.1400

3-(3-amino-3-methylbutyl)imidazo[1,2-a]|pyrazin-8-amine (5g)

To a solution of compound 4g (0.08 g, 0.4 mmol) in anhydrous ethanol EtOH (30 mL) was added a
catalytic amount of Pd/C 10%, and the reaction mixture was subjected to hydrogenation at 50 psi for

166



24 h. The reaction mixture was filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to
give 0.02 g of compound 5¢g as a white solid (25% yield).

C1H7Ns. Mw: 219,29 g/mol. Mp 231.4-232.1 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-de) 1.34 (s, 6H), 1.94 (t, 2H, J = 7 Hz), 2.95 (t, 2H, J = 7 Hz),
7.36 (d, 1H, J=4 Hz), 7.62 (s, 1H), 7.81 (d, 1H, J= 4 Hz), 8.03 (s, 2H, NH,), 8.92 (s, 2H, NH,).
BC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-d,) 18.03, 25.31, 31.17, 37.57, 53.80, 109.86, 118.93, 130.78,
131.27, 132.17, 147.89.

MS (ESI +, QTof, m/z): 220.2 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C, H5sN5220.1562, found 220.1563

2-butyl-1-(2-nitrophenyl)-1H-imidazole (6)

A mixture of 2-nitrofluorobenzene (1 mL, 8.85 mmol), imidazole (1 g, 8.05 mmol) and 2.26 g of
K,COs in 12 mL of acetonitrile was heated to reflux for 24 h. The solvent was removed under vacuum
and the residue was slurred in 12 mL dichloromethane and washed twice with distilled water. The
organic layer was dried over Na,SO,4 and the solvent was removed under vacuum to give 1.57 g of
compound 6 as a yellow oily product (80 %).

C3HsN30,. Mw: 245.28 g/mol.

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-dg) 0.76 (t, 3H, J = 6 Hz), 1.19 (m, 2H), 1.50 (m, 2H), 2.39 (t, 2H,
J=9Hz), 6.93 (d, IH, J =3 Hz), 7.20 (d, 1H), 7.70 (dd, 1H, J =9 Hz), 7.79 (td, 1H, J =9 Hz), 7.90
(td, 1H, J=4 Hz), 8.18 (dd, 1H, J=9 Hz).

BC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-d¢) 13.91, 21.90, 26.08, 29.53, 121.48, 125.68, 128.12, 130.62,
130.86, 131.02, 134.85, 146.32, 148.45.

MS (ESI +, QTof, m/z): 246.1 [M+H]".

2-(2-butyl-1H-imidazol-1-yl)aniline (7)

Palladium-carbon 10% was added portion-wise during 10 min to a hot solution of 6 (1.55 g, 6.3 mmol)
in dry ethanol (11 mL) containing hydrazine monohydrate (1.55 mL, 31.5 mmol). The mixture was
heated under reflux for 1 h. The hot solution was filtered on a celite pad and the filtrate was
evaporated under vacuum to give 1.35 g of compound 7 as a brown oily product (58 % yield).
Ci3Hy7N;. Mw: 215.29 g/mol.

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-dy) 0.77 (t, 3H, J = 6 Hz), 1.19 (m, 2H), 1.50 (m, 2H), 2.38 (t, 2H,
J=9Hz),4.78 (s, 2H, NH,), 6.62 (td, 1H, J = 6 Hz), 6.84 (dd, 1H, J=9 Hz ), 7.98 (m, 3H), 7.17 (td,
1H, J=9 Hz).

PC-NMR 6 (ppm, 75 MHz, DMSO-d,) 13.98, 22.07, 26.13, 29.79, 116.08, 116.54, 120.88, 122.46,
127.88, 128.37, 129.93, 144.73, 148.51.

MS (ESI +, QTof, m/z): 216.1 [M+H]".

1-butylimidazo[1,5-a]quinoxalin-4(5H)-one (8)

Compound 7 (0.78 g, 3.6 mmol) and carbonyldiimidazole (0.7 g, 4.32 mmol) were dissolved in 38 mL
of 1,2-dichlorobenzene and heated to reflux overnight under nitrogen. After cooling to room
temperature, the solid was filtered and washed with diethylether to give 0.414 g of compound 8 as a
beige product (48 % yield).

C14HsN;0. Mw: 241.29 g/mol. Mp 217.7-218.9 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-d) 0.94 (t, 3H, J = 6 Hz), 1.45 (m, 2H), 1.82 (m, 2H), 3.24 (t, 2H,
J=9 Hz), 7.32 (m, 3H), 7.75 (s, 1H), 8.00 (d, 1H, /=9 Hz)

PC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-de) 14.16, 22.13, 28.90, 30.65, 117.21, 117.39, 122.30, 123.09,
123.98, 126.91, 129.78, 129.89, 148.25, 154.95.

MS (ESI +, QTof, m/z): 242.9 [M+H]".

1-butylimidazo[1,5-a]quinoxalin-4-amine (10)
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Phosphorus oxychloride (4 mL) and N,N-diethylaniline (0.5 mL, 3.4 mmol) were added to 8 (0.414 g,
1.7 mmol) in a microwave-adapted vial and sealed. The reaction was irradiated at 130 °C for 15 min.
The reaction mixture was neutralized with saturated aqueous Na,CO; solution (50 mL). The solution
was extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The organic layer was dried over MgSO, and
concentrated to dryness under vacuum to give 9. Ammonia of a 30% (w/v) aqueous solution (5 mL, 37
mmol) was added to a solution of 9 (0.24 g, 0.92 mmol) in acetonitrile in a microwave-adapted vial.
The reaction was submitted to microwave irradiations during 2 h at 140 °C. The solvent is removed
under reduced pressure. The residue was washed with water, filtered, and then purified by flash
chromatography eluted with dichloromethane/methanol 97/3 to 95/5. The compound 10 is obtained as
a yellow solid (55 % yield).

Ci4HigN,. Mw: 240.30 g/mol. Mp 154.3-155.3 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-dq) 0.96 (t, 3H, J = 8 Hz), 1.47 (m, 2H), 1.85 (m, 2H), 3.30 (t, 2H,
J=8 Hz), 7.09 (s, 2H, NH,), 7.22 (td, 1H, J=8 Hz ), 7.33 (td, 1H, J = 8 Hz), 7.44 (dd, 1H, J = 8 Hz),
7.81 (s, 1H), 8.01 (dd, 1H, J= 8 Hz).

BC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-d) 14.30, 22.27, 29.16, 30.87, 116.42, 119.54, 122.62, 123.67,
124.74, 126.08, 126.46, 139.21, 146.20, 150.64.

MS (ESI +, QTof, m/z): 241.2 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C,;H 7N, 241.1453, found 241.1453.

tert-butyl 2-iodo-1H-imidazole-1-carboxylate (11)

To a 50 ml round bottom flask containing 2-iodo-1H-imidazole (1 g, 5.2 mmol), BOC-anhydride (1.2
g, 5.5 mmol) in DMF (11 ml) and acetonitrile (11 ml) was added Et;N (0.9 ml, 6.76 mmol) and stirred
overnight. The solvent was removed under reduced pressure and the residue was dissolved in ethyl
acetate EtOAc, washed with saturated aqueous chloride ammonium NH,CI (1 x 15 mL), sodium
hydrogen carbonate NaHCO; (1 x 15 mL), and brine (1 x 15 mL) to give 1.25 g of compound 11 as a
yellow solid (84 % yield).

CgH;1IN,O,. Mw: 294.09 g/mol. Mp 80.3-81.5 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-de) 1.58 (s, 9H), 7.00 (d, 1H, J= 3 Hz), 7.63 (d, 1H, J =3 Hz).
BC-NMR § (ppm, 75 MHz, DMSO-d,) 27.80, 86.58, 89.90, 122.80, 132.81, 146.93.

MS (ESI +, QTof, m/z): 195.0 [M+H]".

tert-butyl 2-(pent-1-yn-1-yl)-1H-imidazole-1-carboxylate (12a)

To a 250 ml round bottom flask compound 11 (1.2 g, 4.1 mmol), Pd(PPh;), (0.474 g, 0.41 mmol) and
Cul (0.156 g, 0.82 mmol) were added. The round bottom flask was sealed and flushed with nitrogen
with a syringe inserted into the septum of the round bottom flask. DMF (dry, 49 mL) was added and
the mixture was stirred until all the solids had dissolved. EtzN (10 mL) and 1-pentyne (0.8 ml, 8.2
mmol) were added by syringe and the mixture was heated at 70 °C for overnight. The resulting
mixture was diluted with Et,O (300 mL) and washed with water (3 x 100 mL). The ether phase was
dried with Na,SO,, filtered, and evaporated under reduced pressure. The crude product was purified by
flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 95/5 to 80/20 to give 0.64 g of compound
12a as a yellow solid (67 % yield).

Ci3HgN,O,. Mw: 234.29 g/mol. Mp 65.0-66.0 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-dg) 0.99 (t, 3H, J = 6 Hz), 1.57 (m, 11H), 2.45 (t, 2H, J = 6 Hz),
7.00 (d, 1H, J=3 Hz), 7.55 (d, 1H, J= 3 Hz).

BC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-de) 13.72, 20.98, 21.53, 27.74, 72.18, 86.05, 94.71, 119.72,
129.72, 130.99, 146.75.

MS (ESI +, QTof, m/z): 134.7 [M+H]".

tert-butyl 2-(3-methylbut-1-yn-1-yl)-1H-imidazole-1-carboxylate (12b)
To a 250 ml round bottom flask compound 11 (1.3 g, 4.42 mmol), Pd(PPh;), (0.511 g, 0.442 mmol)

and Cul (0.170 g, 0.884 mmol) were added. The round bottom flask was sealed and flushed with
nitrogen with a syringe inserted into the septum of the round bottom flask. DMF (dry, 53 mL) was
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added and the mixture was stirred until all the solids had dissolved. Et;N (11 mL) and 3-methyl-1-
butyne (0.9 ml, 8.84 mmol) were added by syringe and the mixture was heated at 70 °C for overnight.
The resulting mixture was diluted with Et,O (300 mL) and washed with water (3 x 100 mL). The ether
phase was dried with Na,SOy, filtered, and evaporated under reduced pressure. The crude product was
purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 95/5 to 80/20 to give 0.39 g of
compound 12b as a yellow oily product (43 % yield).

C13H13N202. Mw: 234.29 g/mol

'H-NMR 6 (ppm, 300 MHz, DMSO-dy) 1.21 (d, 6H, J = 6 Hz), 1.58 (s, 9H), 2.85 (m, 1H), 7.00 (d,
1H, /=3 Hz), 7.55 (d, 1H, J =3 Hz).

BC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-dq) 20.76, 20.88, 22.52, 22.76, 27.82, 71.43, 86.27, 99.54, 119.97,
129.80, 146.81.

MS (ESI +, QTof, m/z): 134.7 [M+H]".

tert-butyl 2-(hex-1-yn-1-yl)-1H-imidazole-1-carboxylate (12c)

To a 250 ml round bottom flask compound 11 (2.51 g, 8.53 mmol), Pd(PPh;), (0.985 g, 0.853 mmol)
and Cul (0.325 g, 1.7 mmol) were added. The round bottom flask was sealed and flushed with
nitrogen with a syringe inserted into the septum of the round bottom flask. DMF (dry, 100 mL) was
added and the mixture was stirred until all the solids had dissolved. Et;N (20 mL) and 1-hexyne (2 ml,
17.06 mmol) were added by syringe and the mixture was heated at 70 °C for overnight. The resulting
mixture was diluted with Et,O (300 mL) and washed with water (3 x 100 mL). The ether phase was
dried with Na,SO,, filtered, and evaporated under reduced pressure. The crude product was purified by
flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 95/5 to 90/10 to give 0.7 g of compound
12c¢ as a yellow oily product (33 % yield).

C14H20N202. Mw: 248.32 g/mol

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-d) 0.90 (t, 3H, J =9 Hz), 1.42 (m, 4H), 1.57 (s, 9H), 2.47 (t, 2H,
J=9Hz), 7.00 (d, 1H, J=3 Hz), 7.55 (d, 1H, J = 3 Hz).

BC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-d) 13.87, 18.79, 21.87, 27.81, 30.11, 72.10, 86.11, 94.88, 119.70,
129.77, 132.00, 146.81.

MS (ESI +, QTof, m/z): 148.9 [M+H]".

1-(2-nitrophenyl)-2-(pent-1-yn-1-yl)-1H-imidazole (14a)

To a stirred solution of compound 12a (0.62 g, 2.65 mmol) in CH,Cl, (6 ml) was added slowly TFA
(2.7 ml) at 0 °C and stirred for 1 h. The solvents were evaporated under reduced pressure and the
residue was dried under vacuum to give 13a. A mixture of 2-nitrofluorobenzene (1.1 mL, 10.2 mmol),
compound 13a (1.24 g, 9.2 mmol) and 2.9 g of K,CO; in 20 mL of acetonitrile was heated to reflux
for 24 h. The solvent was removed under vacuum and the residue was slurred in 20 mL
dichloromethane and washed twice with distilled water. The organic layer was dried over Na,SO,4 and
the solvent was removed under vacuum. The crude product was purified by flash chromatography
eluted with cyclohexane/ethyl acetate 70/30 to 50/50 to give 0.75 g of compound 14a as a brown oily
product (32 % yield).

C14H13N302. Mw: 255.27 g/mol

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-dq) 0.68 (t, 3H, J = 6 Hz), 1.29-1.36 (m, 2H), 2.20-2.25 (m, 2H),
7.12 (d, 1H), 7.56(d, 1H), 7.70 (dd, 1H, J=9 Hz), 7.77-7.82 (m, 1H), 7.90-7.95 (m, 1H), 8.22 (dd, 1H,
J=3Hz,J=9 Hz).

PC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-de) 13.28, 20.54, 21.23, 70.40, 94.66, 122.64, 125.99, 129.89,
130.37, 131.00, 131.68, 135.15, 145.44.

MS (ESI +, QTof, m/z): 255.9 [M+H]".

2-(3-methylbut-1-yn-1-yl)-1-(2-nitrophenyl)-1H-imidazole (14b)
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To a stirred solution of compound 12b (0.38 g, 1.6 mmol) in CH,Cl, (4 ml) was added slowly TFA (2
ml) at 0 °C and stirred for 1 h. The solvents were evaporated under reduced pressure and the residue
was dried under vacuum to give 13b. A mixture of 2-nitrofluorobenzene (0.4 mL, 3.63 mmol),
compound 13b (0.44 g, 3.3 mmol) and 1.02 g of K,CO; in 20 mL of acetonitrile was heated to reflux
for 24 h. The solvent was removed under vacuum and the residue was slurred in 20 mL
dichloromethane and washed twice with distilled water. The organic layer was dried over Na,SO, and
the solvent was removed under vacuum. The crude product was purified by flash chromatography
eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 to give 0.22 g of compound 14b as a beige solid (28 %
yield).

C14H13N30,. Mw: 255.27 g/mol. Mp 81.2-82.5 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-dq) 0.96 (d, 6H, J = 9 Hz), 2.55-2.65 (m, 1H), 7.13 (d, 1H), 7.57
(d, 1H, J=3 Hz), 7.69 (dd, 1H, J =9 Hz), 7.77-7.83 (m, 1H), 7.90-7.96 (m, 1H), 8.22 (dd, 1H, J=3
Hz, J=9 Hz).

BC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-ds) 20.50, 22.22, 69.47, 99.75, 122.66, 125.97, 129.97, 130.33,
130.99, 131.60, 135.19, 145.49.

MS (ESI +, QTof, m/z): 255.9 [M+H]".

2-(hex-1-yn-1-yl)-1-(2-nitrophenyl)-1H-imidazole (14¢)

To a stirred solution of compound 12¢ (0.66 g, 2.66 mmol) in CH,Cl, (6 ml) was added slowly TFA (3
ml) at 0 °C and stirred for 1 h. The solvents were evaporated under reduced pressure and the residue
was dried under vacuum to give 13c. A mixture of 2-nitrofluorobenzene (0.72 mL, 6.8 mmol),
compound 13¢ (0.91 g, 6.14 mmol) and 1.92 g of K,CO; in 20 mL of acetonitrile was heated to reflux
for 24 h. The solvent was removed under vacuum and the residue was slurred in 20 mL
dichloromethane and washed twice with distilled water. The organic layer was dried over Na,SO,4 and
the solvent was removed under vacuum. The crude product was purified by flash chromatography
eluted with cyclohexane/ethyl acetate 70/30 to 50/50 to give 0.54 g of compound 14c as a yellow solid
(33 % yield).

C15H15N302. Mw: 269.30 g/mol Mp 83.7-84.6 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-d) 0.75 (t, 3H, J = 6 Hz), 1.05-1.12 (m, 2H), 2.22(t, 2H, J = 6
Hz), 7.11 (d, 1H, J =3 Hz), 7.55 (d, 1H), 7.69 (dd, 1H, J =3 Hz, J=9 Hz), 7.77-7.83 (m, 1H), 7.90-
7.95 (m, 1H), 8.22 (dd, 1H, J=3 Hz, J=9 Hz).

BC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-ds) 13.67, 18.23, 21.31, 29.62, 70.28, 94.71, 122.60, 125.90,
129.82, 130.28, 130.36, 130.94, 131.70, 135.07, 145.45.

MS (ESI +, QTof, m/z): 270.2 [M+H]".

2-(2-pentyl-1H-imidazol-1-yl)aniline (152a’)

To a solution of compound 14a (0.75 g, 3 mmol) in anhydrous ethanol EtOH (41 mL) was added a
catalytic amount of Pd/C 10%, and the reaction mixture was subjected to hydrogenation at 50 psi for
24 h. The reaction mixture was filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to
give 0.55 g of compound 152’ as a yellow oily product (81% yield).

Ci4HoN;. Mw: 229.32 g/mol.

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-dq) 0.78 (t, 3H, J = 6 Hz), 1.17-1.30 (m, 4H), 1.52-1.62 (m, 2H),
2.37 (t, 2H, J= 6 Hz), 4.79 (s, 2H, NH,), 6.60 (t, 1H, J=9 Hz), 6.83 (d, 1H, J = 6 Hz), 6.95-7.02 (m,
3H), 7.13 (t, 1H, J=9 Hz).

BC-NMR 6 (ppm, 75 MHz, DMSO-d¢) 14.19, 22.14, 26.45, 27.31, 31.19, 116.09, 116.53, 120.95,
122.47,127.93, 128.40, 129.96, 144.80, 148.55.

MS (ESI +, QTof, m/z): 230.0 [M+H]".

2-(2-isopentyl-1H-imidazol-1-yl)aniline (15b”)

To a solution of compound 14b (0.71 g, 2.8 mmol) in anhydrous ethanol EtOH (38 mL) was added a
catalytic amount of Pd/C 10%, and the reaction mixture was subjected to hydrogenation at 50 psi for
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24 h. The reaction mixture was filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to
give 0.56 g of compound 15b’ as a yellow product (87% yield).

C14H19N3. Mw: 229.32 g/mol Mp 62.9-63.7 °C

'H-NMR 6 (ppm, 300 MHz, DMSO-dq) 0.73 (d, 6H, J = 6 Hz), 1.36-1.46 (m, 3H), 2.36-2.44 (m, 2H),
4.81 (s, 2H, NH,), 6.60 (t, 1H, /=9 Hz), 6.83 (d, 1H, J= 6 Hz), 6.94-7.02 (m, 3H), 7.12 (t, 1H, /=9
Hz).

PC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-dg) 22.59, 24.46, 27.29, 36.81, 116.09, 116.50, 120.97, 122.46,
127.91, 128.42, 129.98, 144.81, 148.61.

MS (ESI +, QTof, m/z): 230.1 [M+H]".

2-(2-hexyl-1H-imidazol-1-yl)aniline (15c¢’)

To a solution of compound 14¢ (0.51 g, 1.9 mmol) in anhydrous ethanol EtOH (26 mL) was added a
catalytic amount of Pd/C 10%, and the reaction mixture was subjected to hydrogenation at 50 psi for
24 h. The reaction mixture was filtered, and the filtrate was concentrated under reduced pressure to
give 0.38 g of compound 15¢’ as a white solid (83% yield).

CisHaN;. Mw: 243.35 g/mol. Mp 62.7-63.5 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-d) 0.77 (t, 3H, J = 6 Hz), 1.05-1.23 (m, 6H), 1.49-1.53 (m, 2H),
2.34-2.39 (m, 2H), 4.78 (s, 1H, NH,), 6.60-6.65 (m, 1H), 6.82 (dd, 1H, J=3 Hz, J=9 Hz ), 6.94-7.02
(m, 3H), 7.12-7.18 (m, 1H).

BC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-ds) 14.37, 22.36, 26.51, 27.63, 28.68, 31.30, 116.09, 116.52,
120.94, 122.50, 127.94, 128.42, 129.96, 144.80, 148.80.

MS (ESI +, QTof, m/z): 244.2 [M+H]".

1-pentylimidazo[1,5-a]quinoxalin-4(5H)-one (162a°)

Compound 15a’ (0.52 g, 2.27 mmol) and carbonyldiimidazole (0.44 g, 2.7 mmol) were dissolved in 25
mL of 1,2-dichlorobenzene and heated to reflux overnight under nitrogen. After cooling to room
temperature, the solvent was evaporated under reduced pressure and the solid was triturated with
diethylether and filtered to give 0.362 g of compound 16a’ as a beige solid (62 % yield).

CisH7N;0. Mw: 255.31 g/mol. Mp 238.6-240.1 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-dq) 0.87 (t, 3H, J = 6 Hz), 1.35-1.47 (m, 4H), 1.83-1.88 (m, 2H),
3.23 (t, 2H, J= 6 Hz), 7.23-7.40 (m, 3H), 7.76 (s, 1H), 7.99 (d, 1H, J =9 Hz).

BC-NMR 6 (ppm, 75 MHz, DMSO-dy) 14.35, 22.38, 26.52, 30.97, 31.27, 117.27, 117.53, 122.36,
123.21, 124.03, 127.03, 129.29, 129.94, 148.37, 155.03.

MS (ESI +, QTof, m/z): 256.2 [M+H]".

1-isopentylimidazo[1,5-a]quinoxalin-4(5H)-one (16b’)

Compound 15b’ (0.53 g, 2.31 mmol) and carbonyldiimidazole (0.49 g, 3 mmol) were dissolved in 25
mL of 1,2-dichlorobenzene and heated to reflux overnight under nitrogen. After cooling to room
temperature, the solvent was evaporated under reduced pressure and the solid was triturated with
diethylether and filtered to give 0.36 g of compound 16b’ as a beige solid (62% yield).

CisH7N;0. Mw: 255.31 g/mol. Mp 217.2-218.5 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-d,) 0.95 (d, 6H, J = 6 Hz), 1.72-1.76 (m, 3H), 3.23 (t, 2H, J= 6
Hz), 7.01 (s, 1H, NH), 7.23-7.39 (m, 3H), 7.75 (s, 1H), 7.99 (d, 1H, /=9 Hz).

BC-NMR 6 (ppm, 75 MHz, DMSO-dg) 22.76, 27.50, 29.01, 35.77, 39.07, 117.25, 117.46, 122.31,
123.14, 124.03, 126.98, 129.81, 135.51, 148.43, 154.98.

MS (ESI +, QTof, m/z): 256.2 [M+H]".

1-hexylimidazo[1,5-a]quinoxalin-4(5SH)-one (16¢’)
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Compound 15¢’ (0.35 g, 1.44 mmol) and carbonyldiimidazole (0.3 g, 1.8 mmol) were dissolved in 15
mL of 1,2-dichlorobenzene and heated to reflux overnight under nitrogen. After cooling to room
temperature, the solvent was evaporated under reduced pressure and the solid was triturated with
diethylether and filtered to give 0.32 g of compound 16¢’ as a grey solid (84 % yield).

Ci6H19N;0. Mw: 269.34 g/mol. Mp 192.5-193.7 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-dq) 0.84 (t, 3H, J = 6 Hz), 1.29-1.36 (m, 4H), 1.40-1.47 (m, 2H),
1.79-1.89 (m, 2H), 3.21 (t, 2H, J = 6 Hz), 7.22-7.27 (m, 1H), 7.30-7.39 (m, 2H), 7.75 (s, 1H), 7.98 (d,
1H, J=9 Hz).

BC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-ds) 14.34, 22.46, 26.76, 28.72, 31.00, 31.47, 117.25, 117.48,
122.34, 123.15, 124.01, 126.98, 129.83, 129.93, 148.32, 155.00.

MS (ESI +, QTof, m/z): 270.2 [M+H]".

1-pentylimidazo[1,5-a]quinoxalin-4-amine (18a’)

Phosphorus oxychloride (3 mL) and N,N-diethylaniline (0.43 mL, 2.6 mmol) were added to 16a’
(0.331 g, 1.3 mmol) in a microwave-adapted vial and sealed. The reaction was irradiated at 130 °C for
15 min. The reaction mixture was neutralized with saturated aqueous Na,COs; solution (50 mL). The
solution was extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The organic layer was dried over MgSO,
and concentrated to dryness under vacuum to give 17a’. Ammonia of a 30% (w/v) aqueous solution (7
mL, 40 mmol) was added to a solution of 17a’ (0.21 g, 0.77 mmol) in acetonitrile in a microwave-
adapted vial. The reaction was submitted to microwave irradiations during 2 h at 140 °C. The solvent
is removed under reduced pressure. The residue was washed with water and then filtered to give 0.16 g
of the compound 18a’ as a yellow solid (84% yield).

CisHgNg. Mw: 254.33 g/mol. Mp 209.4-210.5 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-dq) 0.86 (t, 3H, J = 7 Hz), 1.32-1.45 (m, 4H), 1.81-1.89 (m, 2H),
3.26 (t, 2H, J = 7 Hz), 7.07 (s, 2H, NH,), 7.18-7.23 (m, 1H), 7.30-7.34 (m, 1H), 7.42 (dd, 1H, J =2
Hz,J=8 Hz), 7.79 (s, 1H), 7.99 (dd, 1H, J=1 Hz, J= 8 Hz).

PC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-d,) 14.36, 22.40, 26.69, 31.12, 31.35, 116.40, 119.55, 122.61,
123.67, 124.74, 126.09, 126.45, 139.22, 146.22, 150.64.

MS (ESI +, QTof, m/z): 255.2 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C;sH,;oN4255.1610, found 255.1606

1-isopentylimidazo[1,5-a]quinoxalin-4-amine (18b”)

Phosphorus oxychloride (3 mL) and N,N-diethylaniline (0.41 mL, 2.6 mmol) were added to 16b’ (0.33
g, 1.3 mmol) in a microwave-adapted vial and sealed. The reaction was irradiated at 130 °C for 15
min. The reaction mixture was neutralized with saturated aqueous Na,COs; solution (50 mL). The
solution was extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The organic layer was dried over MgSO,
and concentrated to dryness under vacuum to give 17b’. Ammonia of a 30% (w/v) aqueous solution (7
mL, 40 mmol) was added to a solution of 17b’ (0.22 g, 0.80 mmol) in acetonitrile in a microwave-
adapted vial. The reaction was submitted to microwave irradiations during 2 h at 140 °C. The solvent
is removed under reduced pressure. The residue was washed with water and then filtered to give 0.2 g
of the compound 18b’ as a white solid (98% yield).

CisHgNg. Mw: 254.33 g/mol. Mp 192.7-194.1 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-d) 0.96 (d, 6H, J = 6 Hz), 1.70-1.77 (m, 3H), 3.28 (t, 2H, J =7
Hz), 7.09 (s, 2H, NH,), 7.20-7.24 (m, 1H), 7.31-7.35 (m, 1H), 7.43 (dd, 1H, J =2 Hz, J = 8 Hz), 7.80
(s, 1H), 8.00 (dd, 1H, J=1Hz,J= 8 Hz).

PC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-d,) 22.83, 27.63, 29.18, 36.01, 39.40, 116.39, 119.57, 122.61,
123.70, 124.72, 126.07, 126.46, 139.17, 146.33, 150.63.

MS (ESI +, QTof, m/z): 255.1 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C;sH;oN4255.1610, found 255.1612

1-hexylimidazo[1,5-a]quinoxalin-4-amine (18¢”)
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Phosphorus oxychloride (3 mL) and N,N-diethylaniline (0.35 mL, 2.22 mmol) were added to 16¢’ (0.3
g, 1.11 mmol) in a microwave-adapted vial and sealed. The reaction was irradiated at 130 °C for 15
min. The reaction mixture was neutralized with saturated aqueous Na,COs; solution (50 mL). The
solution was extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The organic layer was dried over MgSO,
and concentrated to dryness under vacuum to give 17¢’. Ammonia of a 30% (w/v) aqueous solution (2
mL, 15 mmol) was added to a solution of 17¢’ (0.08 g, 0.3 mmol) in acetonitrile in a microwave-
adapted vial. The reaction was submitted to microwave irradiations during 2 h at 140 °C. The solvent
is removed under reduced pressure. The residue was washed with water and then filtered to give 0.03 g
of the compound 18¢’ as a white solid (38% yield).

CisHoNg. Mw: 268.36 g/mol. Mp 191.3-192.1 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-ds) 0.91 (t, 3H, J = 7 Hz), 1.28-1.38 (m, 4H), 1.48-1.53 (m, 2H),
1.87-1.94 (m, 2H), 3.33 (t, 2H, J =7 Hz), 7.15 (s, 2H, NH,), 7.25-7.29 (m, 1H), 7.37-7.41 (m, 1H),
7.49 (dd, 1H, J=2 Hz, J= 8 Hz), 7.86 (s, 1H), 8.06 (d, 1H, J=7 Hz).

BC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-dg) 14.37, 22.50, 26.96, 28.79, 31.16, 31.51, 116.42, 119.52,
122.65, 123.77, 124.72, 126.02, 126.48, 139.08, 146.28, 150.61.

MS (ESI +, QTof, m/z): 269.3 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C;sH, ;N4 269.1766, found 269.1767

2,7-dibutyldipyrazolo[1,5-a:1',5'-d|pyrazine-4,9-dione (19a)

The 5-butyl-1H-pyrazole-3-carboxylic acid (3 g, 18 mmol) in suspension in thionyl chloride (24 mL)
was heated to reflux under agitation for 18 h. The reaction mixture was cooled, then filtered, washed
with toluene, and dried under high vacuum to give 1.36 g of compound 19a as a white solid (25 %).
Ci6H20N4O,. Mw: 300.36 g/mol. Mp 153.7-154.9 °C

'H-NMR 6 (ppm, 300 MHz, DMSO-dq) 0.89 (d, 6H, J = 6 Hz), 1.31-1.39 (m, 4H), 1.61-1.71 (m, 4H),
2.68 (t,4H, J= 6 Hz), 7.43 (s, 1H).

BC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-d,) 14.03, 22.06, 27.65, 30.34, 115.30, 137.20, 148.78, 160.19.
MS (ESI +, QTof, m/z): 301.1 [M+H]".

2,7-diisobutyldipyrazolo[1,5-a:1',5'-d|pyrazine-4,9-dione (19b)

The 5-isobutyl-1H-pyrazole-3-carboxylic acid (0.5 g, 3 mmol) in suspension in thionyl chloride (10
mL) was heated to reflux under agitation for 18 h. The reaction mixture was cooled, then filtered,
washed with toluene, and dried under high vacuum to give 0.77 g of compound 19b as a white solid
(43 %).

Ci6H20N4O,. Mw: 300.36 g/mol. Mp 162.8-163.9 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-d,) 0.81 (d, 12H, J = 6 Hz), 1.98-2.05 (m, 2H), 2.57 (d, 4H, J =6
Hz), 7.42 (s, 1H).

PC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-d) 22.47, 22.56, 27.69, 29.07, 28.57, 29.41, 34.95, 36.98, 106.91,
115.74, 137.19, 148.83, 159.32.

MS (ESI +, QTof, m/z): 301.2 [M+H]".

3-butyl-N-(2-fluorophenyl)-1H-pyrazole-5-carboxamide (20a)

To 2-fluoroaniline (0.44 mL, 4 mmol) in THF (5 mL) cooled in a -10°C bath, sodium
bis(trimethylsilyl) amide (10 mL, 10 mmol, 1.0 M) in THF was added. After stirring for 1 h, a
suspension of 19a (0.6 g, 2 mmol) in THF (8 mL) was added. The mixture was allowed to warm to
room temperature and stirred for 2 h. Acetic acid was added to pH 7. The reaction mixture was
concentrated in vacuum, followed by the addition of water and saturated aqueous NaHCO; solution.
The solid was collected by filtration, washed with distilled water and cyclohexane, and dried under
high vacuum to give 0.74 g of compound 20a as a beige solid (71% yield).

C14H 6FN;O. Mw: 261.29 g/mol. Mp 150.4-151.7 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-d,) 0.88 (t, 3H, J = 6 Hz), 1.26-1.38 (m, 2H), 1.55-1.65 (m, 2H),
2.62 (t,2H, J= 6 Hz), 6.56 (s, 1H), 7.17-7.32 (m, 3H), 7.88-7.94 (m, 1H), 9.49 (s, 1H, NH).
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BC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-d¢) 14.00, 22.01, 25.03, 31.20, 104.13, 115.75, 116.01, 124.81,
125.91, 126.30, 146.35, 152.99, 156.23, 160.48.
MS (ESI +, QTof, m/z): 262.2 [M+H]".

N-(2-fluorophenyl)-3-isobutyl-1H-pyrazole-5-carboxamide (20b)

To 2-fluoroaniline (0.5 mL, 5.06 mmol) in THF (6 mL) cooled in a -10°C bath, sodium
bis(trimethylsilyl) amide (13 mL, 13 mmol, 1.0 M) in THF was added. After stirring for 1 h, a
suspension of 19b (0.76 g, 2.53 mmol) in THF (10 mL) was added. The mixture was allowed to warm
to room temperature and stirred for 2 h. Acetic acid was added to pH 7. The reaction mixture was
concentrated in vacuum, followed by the addition of water and saturated aqueous NaHCO; solution.
The solid was collected by filtration, washed with distilled water and cyclohexane, and dried under
high vacuum to give 0.73g of compound 20b as a beige solid (55% yield).

C14H 6FN;O. Mw: 261.29 g/mol. Mp 155.2-156.1 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-d,) 0.88 (d, 6H, J = 6 Hz), 1.87-1.96 (m, 1H), 2.54 (t, 2H), 6.55
(s, 1H), 7.17-7.32 (m, 3H), 7.86-7.91 (m, 1H), 9.55 (s, 1H, NH).

PC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-d,) 22.43, 28.59, 34.48, 104.78, 115.75, 116.01, 124.84, 125.94,
126.27, 145.18, 153.05, 156.29, 160.45.

MS (ESI +, QTof, m/z): 262.2 [M+H]".

3-butyl-N-(2-fluoro-3-methylphenyl)-1H-pyrazole-5-carboxamide (20c)

To 2-fluoro-3-methylaniline (0.51 mL, 4.6 mmol) in THF (5 mL) cooled in a -10°C bath, sodium
bis(trimethylsilyl) amide (12 mL, 12 mmol, 1.0 M) in THF was added. After stirring for 1 h, a
suspension of 19a (0.68 g, 2.3 mmol) in THF (10 mL) was added. The mixture was allowed to warm
to room temperature and stirred for 2 h. Acetic acid was added to pH 7. The reaction mixture was
concentrated in vacuum, followed by the addition of water and saturated aqueous NaHCO; solution.
The solid was collected by filtration, washed with distilled water and cyclohexane, and dried under
high vacuum to give 1.01 of compound 20c¢ as a beige solid (80% yield).

CisHsFN;O. Mw: 275.32 g/mol Mp > 300 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-d) 0.87 (t, 3H, J = 7 Hz), 1.25-1.37 (m, 2H), 1.54-1.64 (m, 2H),
2.25 (s, 3H, CH;3), 2.61 (t, 2H, J =7 Hz), 6.54 (s, 1H), 7.05-7.10 (m, 2H), 7.72-7.77 (m, 1H), 9.49 (s,
1H, NH).

BC-NMR 6 (ppm, 75 MHz, DMSO-dg) 13.99, 14.52, 21.99, 25.03, 31.18, 104.06, 121.89, 124.09,
124.68, 125.99, 127.15, 146.47, 151.32, 154.55, 160.38.

MS (ESI +, QTof, m/z): 276.2 [M+H]".

3-butyl-N-(2-fluoro-4-methylphenyl)-1H-pyrazole-5-carboxamide (20d)

To 2-fluoro-4-methylaniline (0.5 mL, 4.4 mmol) in THF (5 mL) cooled in a -10°C bath, sodium
bis(trimethylsilyl) amide (11 mL, 11 mmol, 1.0 M) in THF was added. After stirring for 1 h, a
suspension of 19a (0.65 g, 2.2 mmol) in THF (9 mL) was added. The mixture was allowed to warm to
room temperature and stirred for 2 h. Acetic acid was added to pH 7. The reaction mixture was
concentrated in vacuum, followed by the addition of water and saturated aqueous NaHCO; solution.
The solid was collected by filtration, washed with distilled water and cyclohexane, and dried under
high vacuum to give 0.95 g of compound 20d as a beige solid (78% yield).

C15H18FN3O. Mw: 275.32 g/mol Mp > 300 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-d4) 0.87 (t, 3H, J = 6 Hz), 1.27-1.35 (m, 2H), 1.54-1.62 (m, 2H),
2.30 (s, 3H, CHs), 2.61 (t, 2H, J = 6 Hz), 6.54 (s, 1H), 6.98 (dd, 1H, J=3 Hz, J=9 Hz), 7.08 (dd, 1H,
J=3Hz,J=9 Hz), 7.69 (t, 1H, J= 9 Hz), 9.48 (s, 1H, NH).

PC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-ds) 13.99, 20.79, 21.99, 25.07, 31.20, 104.05, 116.08, 123.34,
124.86, 135.96, 145.72, 146.43, 152.98, 156.22, 160.39.

MS (ESI +, QTof, m/z): 276.2 [M+H]".
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2-butylpyrazolo|1,5-a]quinoxalin-4(5H)-one (21a)

A mixture of 20a (0.7 g, 2.7 mmol) and sodium hydride (0.2 g, 4.0 mmol) in dimethylacetamide (21
mL) was heated to reflux for 48 h. The sodium hydride was neutralized with saturated aqueous NH,Cl
solution and the reaction mixture was then concentrated in vacuum. The residue was collected by
filtration, washed with water, and dried to give 0.52 g of compound 21a as a beige solid (80% yield).
C14H5N;0. Mw: 241.29 g/mol. Mp 160.0-161.8 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-dq) 0.88 (t, 3H, J = 6 Hz), 1.29-1.39 (m, 2H), 1.62-1.72 (m, 2H),
2.72 (t, 2H, J= 6 Hz), 6.94 (s, 1H), 7.24-7.40 (m, 3H), 8.02 (dd, 1H, /=3 Hz, J=9 Hz).

BC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-d¢) 14.10, 22.20, 27.79, 31.41, 105.30, 115.02, 116.87, 123.66,
123.95, 126.76, 128.24, 133.49, 154.60, 155.66.

MS (ESI +, QTof, m/z): 242.1 [M+H]".

2-isobutylpyrazolo[1,5-a]quinoxalin-4(5H)-one (21b)

A mixture of 20b (0.72 g, 2.8 mmol) and sodium hydride (0.17 g, 4.2 mmol) in dimethylacetamide (21
mL) was heated to reflux for 48 h. The sodium hydride was neutralized with saturated aqueous NH4Cl
solution and the reaction mixture was then concentrated in vacuum. The residue was collected by
filtration, washed with water, and dried to give 0.49 g of compound 21b as a brown solid (82% yield).

Ci4H5N;0. Mw: 241.29 g/mol. Mp 181.9-182.8 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-ds) 0.92 (d, 6H, J = 6 Hz), 1.95-2.06 (m, 1H), 2.63 (d, 2H, J=6
Hz), 6.94 (s, 1H), 7.25-7.43 (m, 3H), 8.04 (dd, 1H, /=3 Hz, J=9 Hz).

BC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-d¢) 22.65, 28.70, 37.26, 105.92, 115.05, 116.91, 123.68, 123.95,
126.79, 128.26, 133.47, 154.62, 154.69.

MS (ESI +, QTof, m/z): 242.1 [M+H]".

2-butyl-9-methylpyrazolo[1,5-a]quinoxalin-4(5H)-one (21c)

A mixture of 20c¢ (0.98 g, 3.6 mmol) and sodium hydride (0.217 g, 5.4 mmol) in dimethylacetamide
(27 mL) was heated to reflux for 48 h. The sodium hydride was neutralized with saturated aqueous
NH,CI solution and the reaction mixture was then concentrated in vacuum. The residue was collected
by filtration, washed with water, and dried to give 0.55 g of compound 21¢ as a beige solid (60%
yield).

Ci5sH7;N;0. Mw: 255.31 g/mol. Mp 162.4-163.7 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-d,) 0.89 (t, 3H, J = 6 Hz), 1.31-1.43 (m, 2H), 1.63-1.73 (m, 2H),
2.72 (t,2H, J= 6 Hz), 2.87 (s, 3H, CH3), 6.93 (s, 1H), 7.05-7.21 (m, 3H).

BC-NMR & (ppm, 75 MHz, DMSO-de) 14.09, 22.15, 23.26, 27.75, 31.15, 104.57, 115.01, 122.96,
125.97, 127.05, 127.60, 129.24, 134.57, 154.33, 154.56.

MS (ESI +, QTof, m/z): 256.2 [M+H]".

2-butyl-8-methylpyrazolo|1,5-a] quinoxalin-4(5H)-one (21d)

A mixture of 20d (0.92 g, 3.34 mmol) and sodium hydride (0.2 g, 5.01 mmol) in dimethylacetamide
(25 mL) was heated to reflux for 48 h. The sodium hydride was neutralized with saturated aqueous
NH.CI solution and the reaction mixture was then concentrated in vacuum. The residue was collected
by filtration, washed with water, and dried to give 0.52 g of compound 21d (61% yield).

C;sH7N3;0. Mw: 255.31 g/mol. Mp 165.2-166.1 °C

'H-NMR & (ppm, 300 MHz, DMSO-de) 0.87 (t, 3H, J = 6 Hz), 1.32-1.40 (m, 2H), 1.63-1.70 (m, 2H),
2.39 (s, 3H, CH3), 2.73 (t, 2H, J= 6 Hz), 6.93 (s, 1H), 7.16 (dd, 1H, J=3 Hz, J=9 Hz), 7.26 (d, 1H, J
=9 Hz), 7.33 (br s, 1H), 7.88 (d, 1H).

BC-NMR 6 (ppm, 75 MHz, DMSO-dg) 14.11, 21.00, 22.20, 27.80, 31.44, 105.19, 114.94, 116.78,
123.75, 125.98, 127.55, 133.21, 133.52, 154.45, 155.53.

MS (ESI +, QTof, m/z): 256.2 [M+H]".
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2-butylpyrazolo|1,5-a]quinoxalin-4-amine (23a)

Phosphorus oxychloride (4.3 mL) and N,N-diethylaniline (0.66 mL, 4.2 mmol) were added to 21a (0.5
g, 2.1 mmol) in a microwave-adapted vial and sealed. The reaction was irradiated at 130 °C for 15
min. The reaction mixture was neutralized with saturated aqueous Na,COj; solution (50 mL). The
solution was extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The organic layer was dried over MgSO,
and concentrated to dryness under vacuum to give 22a. Ammonia of a 30% (w/v) aqueous solution (11
mL, 85 mmol) was added to a solution of 22a (0.44 g, 1.7 mmol) in acetonitrile in a microwave-
adapted vial. The reaction was submitted to microwave irradiations during 2 h at 140 °C. The solvent
is removed under reduced pressure. The residue was washed with water and then filtered to give 0.10 g
of the compound 23a as a white solid (25% yield).

Ci4HgN,. Mw: 240.30 g/mol. Mp 155.5-156.4 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-d4) 0.91 (t, 3H, J = 7 Hz), 1.36-1.42 (m, 2H), 1.65-1.71 (m, 2H),
2.79 (t, 2H, J =7 Hz), 7.05 (s, 1H), 7.29-7.34 (m, 1H), 7.36-7.40 (m, 1H), 7.53 (dd, 1H, J=1Hz, J=
8 Hz), 7.65 (s, 2H, NH,), 8.11 (dd, 1H, J=1 Hz, J= 8 Hz).

PC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-d) 14.22, 22.27, 28.01, 31.68, 101.03, 114.44, 124.08, 124.61,
125.88, 126.47, 127.95, 135.24, 149.75, 155.41.

MS (ESI +, QTof, m/z): 240.9 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C,sH ;N4 247.1453, found 241.1454

2-isobutylpyrazolo[1,5-a]quinoxalin-4-amine (23b)

Phosphorus oxychloride (5 mL) and N,N-diethylaniline (0.6 mL, 4.2 mmol) were added to 21a (0.5 g,
2.1 mmol) in a microwave-adapted vial and sealed. The reaction was irradiated at 130 °C for 15 min.
The reaction mixture was neutralized with saturated aqueous Na,COj; solution (50 mL). The solution
was extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The organic layer was dried over MgSO, and
concentrated to dryness under vacuum to give 22b. Ammonia of a 30% (w/v) aqueous solution (10
mL, 70 mmol) was added to a solution of 22b (0.35 g, 1.35 mmol) in acetonitrile in a microwave-
adapted vial. The reaction was submitted to microwave irradiations during 2 h at 140 °C. The solvent
is removed under reduced pressure. The residue was washed with water and then filtered to give 0.32 g
of the compound 23b as a white solid (100% yield).

Ci4HgN,. Mw: 240.30 g/mol. Mp 178.7-179.6 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-d) 0.95 (d, 6H, J = 7 Hz), 2.00-2.03 (m, 1H), 2.68 (d, 2H, J =7
Hz), 6.93 (s, 1H), 7.24 (s, 2H, NH,), 7.26-7.30 (m, 1H), 7.33-7.37 (m, 1H), 7.50 (dd, 1H, J=1Hz, J =
8 Hz), 8.11 (dd, 1H, J=1 Hz, J= 8 Hz).

PC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-d;) 22.80, 29.00, 37.62, 100.44, 114.27, 123.49, 125.86, 126.08,
126.21, 128.09, 137.28, 150.11, 154.10.

MS (ESI +, QTof, m/z): 241.1 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C;4H7N,241.1453, found 241.1454

2-butyl-9-methylpyrazolo[1,5-a]quinoxalin-4-amine (23c¢)

Phosphorus oxychloride (5 mL) and N, N-diethylaniline (0.6 mL, 4.2 mmol) were added to 21¢ (0.5 g,
2.1 mmol) in a microwave-adapted vial and sealed. The reaction was irradiated at 130 °C for 15 min.
The reaction mixture was neutralized with saturated aqueous Na,COj; solution (50 mL). The solution
was extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The organic layer was dried over MgSO, and
concentrated to dryness under vacuum to give 22¢. Ammonia of a 30% (w/v) aqueous solution (12
mL, 95 mmol) was added to a solution of 22¢ (0.52 g, 1.9 mmol) in acetonitrile in a microwave-
adapted vial. The reaction was submitted to microwave irradiations during 2 h at 140 °C. The solvent
is removed under reduced pressure. The residue was washed with water and then filtered to give 0.13 g
of the compound 23c as a white solid (0.13 g, 28 % yield).

CisHigN,. Mw: 254.33 g/mol. Mp 169.4-170.5 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-d) 0.91 (t, 3H, J = 7 Hz), 1.35-1.45 (m, 2H), 1.66-1.74 (m, 2H),
2.78 (t, 2H, J = 7 Hz), 2.94 (s, 3H, CH3), 7.01 (s, 1H), 7.09 (d, 1H, J =7 Hz), 7.21 (t, 1H, J = 8 Hz),
7.37-7.39 (m, 3H, NH, CH).
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BC-NMR 6 (ppm, 100 MHz, DMSO-de) 14.21, 22.24, 23.55, 28.01, 31.45, 99.72, 123.33, 125.16,
125.65, 126.83, 127.13, 128.97, 149.54, 154.26.

MS (ESI +, QTof, m/z): 255.1 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C;sH;9N,;255.1610, found 255.1611

2-butyl-8-methylpyrazolo[1,5-a]quinoxalin-4-amine (23d)

Phosphorus oxychloride (5 mL) and N, N-diethylaniline (0.64 mL, 4 mmol) were added to 21d (0.5 g,
2 mmol) in a microwave-adapted vial and sealed. The reaction was irradiated at 130 °C for 15 min.
The reaction mixture was neutralized with saturated aqueous Na,COj; solution (50 mL). The solution
was extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The organic layer was dried over MgSO, and
concentrated to dryness under vacuum to give 22d. Ammonia of a 30% (w/v) aqueous solution (6 mL,
40 mmol) was added to a solution of 22¢ (0.22 g, 0.8 mmol) in acetonitrile in a microwave-adapted
vial. The reaction was submitted to microwave irradiations during 2 h at 140 °C. The solvent is
removed under reduced pressure. The residue was washed with water and then filtered to give 0.20 g
of the compound 23d as a white solid (0.20 g, 100 % yield).

CisHgNg. Mw: 254.33 g/mol. Mp 193.3-193.9 °C

'H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-d4) 0.92 (t, 3H, J = 7 Hz), 1.35-1.44 (m, 2H), 1.66-1.73 (m, 2H),
2.45 (s, 3H, CH;), 2.80 (t, 2H, J= 7 Hz), 7.17 (s, 1H), 7.23 (dd, 1H, J=1 Hz, J= 8 Hz), 7.48 (d, 1H,
J=8Hz), 7.97 (d, 1H, J=1 Hz), 8.07 (s, 2H, NH,).

BC-NMR & (ppm, 100 MHz, DMSO-dg) 14.20, 21.30, 22.23, 27.94, 31.63, 102.40, 114.54, 122.83,
125.38, 127.71, 127.86, 134.63, 148.78, 155.67.

MS (ESI +, QTof, m/z): 255.1 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C;sH 9N, 255.1610, found 255.1607

5.2 Human TLR7/8 Reporter Gene Assays (NF-k B Induction)

Human embryonic kidney (HEK) cells stably transfected with human TLR7 or TLRS and an NF-kB
responsive secreted embryonic alkaline phosphatase (SEAP) gene (HEK-Blue-hTLR7/8) were
purchased from InvivoGen. The procedure used to measure TLR7 or TLRS8 agonist activity was
conducted as described by Hood et al. HEK293 cells stably co-transfected with human TLR7 or
human TLRS8 and secreted alkaline phosphatase (sAP) were maintained in DMEM containing zeocin
and normocin. Stable expression of secreted alkaline phosphatase (sAP) under control of NF-xB
promoters is inducible by appropriate TLR agonists, and extracellular sAP in the supernatant is
proportional to NF-kB induction. HEK-Blue cells were incubated at a density of ~ 10 cells/mL in a
volume of 180uL/well, in 96-well, flat-bottomed, cell culture-treated microtiter plates for 24 h and
subsequently stimulated with graded concentrations of stimuli. CL264 and resiquimod were used as
positive controls. Following treatment, 20 pL of the supernatant from each well was incubated with
Quanti-blue substrate solution (InvivoGen) at 37 °C for 1 h and absorbance was read at 650 nm using
a Synergy plate reader. Data analysis was performed using GraphPad Prism.

5.3 TLR-7/8 antagonism assay

Human embryonic kidney (HEK) cells stably transfected with human TLR7 or TLRS and an NF-kB
responsive secreted embryonic alkaline phosphatase (SEAP) gene (HEK-Blue-hTLR7/8) were
purchased from InvivoGen. The inhibition of induction of NF-xB, a key transcriptional activator of the
innate immune system, was quantified using human embryonic kidney 293 cells stably transfected
with plasmids encoding TLR7 or TLRS as well as an NF-kB reporter gene coupled to secreted
embryonic alkaline phosphatase (sAP), and were maintained in HEK-Blue in DMEM containing
zeocin and normocin. Stable expression of secreted alkaline phosphatase (sSAP) under control of NF-
kB promoter is inducible by the CL264 (TLR7 agonist) or resiquimod R848 (TLR7/8 agonist) and
extracellular sAP in the supernatant is proportional to NF-kB induction. HEK-Blue-7 (or HEK-Blue-8)
cells were incubated at a density of ~1.2.10° cells/mL in a volume of 100 uL/well, in 96-well, flat-
bottomed, cell culture-treated microtiter plates for 24 h and subsequently stimulated with 1pg/mL of
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CL264 or resiquimod R848. Concurrent to stimulation, serially diluted concentrations of test
compounds were added to the cell medium. Following treatment, 20 pL of the supernatant from each
well was incubated with Quanti-blue substrate solution (InvivoGen) at 37 °C for 1 h and absorbance
was read at 650 nm using a Synergy plate reader Data analysis was performed using GraphPad Prism .
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CHAPITRE 6 : CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVES

L’imiquimod et son dérivé le résiquimod ont montré des activités anti-cancéreuses et adjuvantes en
immunothérapie trés importantes en se révélant comme les premiéres molécules synthétiques de faible
poids moléculaire agonistes du TLR7 et TLR8. Récemment, les récepteurs Toll-like 7 et 8 ont fait
I’objet de plusieurs travaux visant a développer de nouveaux agonistes ou antagonistes TLR7 et/ou

TLRS.

Au sein du Laboratoire d’Oncopharmacochimie et Pharmacotoxicologie Cutanée de 1’Université de
Montpellier, nous avons développé des analogues structuraux de I’imiquimod présentant des noyaux
bi- et tricycliques dans le but d’identifier de nouveaux ligands TLR7 et/ou TLRS. Les molécules
synthétisées appartiennent a trois séries chimiques : imidazo[l,2-a]pyrazine, imidazo[l,5-
a]quinoxaline et pyrazolo[1,5-a]quinoxaline. Sur le plan pratique, des couplages croisés pallado-

catalysés ont été réalisés sur le cycle a cinq sommets afin de développer ces trois séries chimiques.

Dans un premier temps, nous avons synthétis€ une librairie de molécules appartenant aux séries
imidazo[1,5-a]quinoxaline et pyrazolo[1,5-a]quinoxaline. Pour cela, deux stratégies de synthése ont
été mises en ceuvre pour parvenir a la structure tricyclique recherchée. La premiére stratégie s’applique
uniquement a la série imidazo[1,5-a]quinoxaline et comporte cinq étapes : couplage de I’imidazole
substitué en position 2 avec I|’orthofluorobenzéne, réduction du groupement nitro, cyclisation
intramoléculaire, chloration et substitution par une amine appropriée. Cette voie de synthése nous a

permis d’obtenir un composé imidazo[ 1,5-a]quinoxaline méthylé en position 1.

La deuxi¢me stratégie s’applique aux deux autres séries et comporte sept étapes : condensation
bimoléculaire de [D’acide imidazo/pyrazolo-carboxylique, couplage avec [ orthofluoroaniline,
cyclisation intramoléculaire, chloration, substitution par une amine appropriée, bromation et
substitution par couplage crois¢ de Suzuki-Miyaura. Cette derniére étape a été optimisée en utilisant
différents types de catalyseurs et bases. Apres plusieurs essais, nous avons réussi a mettre en place les
conditions optimales pour une méthylation par réaction de Suzuki-Miyaura. En utilisant le
Pd(dppf)Cl,.CH,Cl, comme catalyseur, K,CO; comme base en présence d’oxyde d’argent dans du
THF sous irradiation micro-ondes nous avons obtenu le produit méthylé avec un bon rendement de

74%.

Nous avons évalué I’effet immunomodulateur par rapport aux TLR7 et TLR8 de cette premicre

librairie des molécules. Le test utilisé consistait en un criblage sur deux lignées cellulaires HEK-
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Blue™ hTLR7 (productrice de hTLR7) et HEK-Blue™ hTLRS (productrice de hTLRS), au
Laboratoire d’Immunologie a la Faculté de Santé Public 11, a I’Université Libanaise. Nous avons pris
le CL264 comme référence dans les tests agonistes TLR7 et le résiquimod comme référence dans les
tests agonistes TLRS.

Les premieres molécules synthétisées se sont montrées dépourvues d’activité agoniste TLR7 et TLRS,
par contre quatre composés de la série pyrazolo[1,5-a]quinoxaline, avec une chaine aryle ou un
méthyle en position 3, ont montré une faible activité antagoniste TLR7 qui s’est traduit par une
diminution de I’induction du NF-kB. L’inhibition de kinases (IKKs) qui interviennent dans la
signalisation des TLR7 et 8 pourrait expliquer 1’effet de nos molécules. Nous avons vérifié cette
hypothése en mesurant directement leur activité inhibitrice IKKs. Aucune des molécules actives sur

les TLR7 et TLR8& n’a montré un effet inhibiteur IKKs a la concentration de 10 uM.

Les études de modélisation moléculaire et de docking virtuel nous ont fourni des informations
précieuses sur le profil de molécules a synthétiser, elles ont indiqué notamment que la présence d’une
chaine alkyle sur le cycle a cinqg sommets en une position bien précise est indispensable pour avoir une

activité agoniste TLR7 et/ou TLRS, ainsi que la présence d’un groupement amine primaire.

Nous avons, alors, repris la syntheése chimique afin d’introduire une large variété de chaines alkyles.
De nombreux essais d’alkylation ont été tentés sur la série imidazo[l,2-a]|pyrazine, imidazo[l,5-
a]quinoxaline et pyrazolo[1,5-a]quinoxaline via plusieurs couplages croisés pallado-catalysés. Nous
avons rencontré plusieurs obstacles au cours des réactions d’alkylation, notamment des problémes
d’halogénation des hétérocycles et des problemes de réactivité de nos composés hétérocycliques riches
en électrons vis-a-vis des couplages croisés. Une des solutions trouvées fut I’application de la réaction
de Sonogashira sur I’hétérocycle iodé, qui nous a permis d’établir une liaison C-C et introduire une

chaine alkyle.

A la suite de cette optimisation, trois stratégies de synthése ont été suivies et nous ont permis d’obtenir
une trentaine de nouveaux composés alkylés. La premiére stratégie nous a conduit a la synthese des 3-
alkylimidazo[ 1,2-a]pyrazin-8-amines en cinq étapes : construction du cycle 8-chloroimida[l,2-
a]pyrazine, iodation en position 3, substitution du chlore par une amine primaire, substitution de 1’iode
par un alcyne via le couplage crois¢ de Sonogashira et réduction de 1’alcyne en une chaine alkyle.
Cette stratégie nous a permis d’accéder facilement aux composés diversement substitués avec de bons

rendements et avec une seule étape de purification lors de la réaction de Sonogashira.

La deuxiéme stratégie nous a amené a la synthése des pyrazolo[1,5-a]quinoxalines avec de bons
rendements a partir de la condensation bimoléculaire de 1’acide pyrazole-3-carboxylique substitué en

position 5 par un butyle ou un isobutyle.
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En paralléle, une nouvelle stratégie de synthése a été développée pour 1’obtention des composés de
type imidazo[1,5-a]quinoxaline. Cette voie de syntheése nous a permis de synthétiser en trois étapes
I’imidazole alkylé en position 2. Apres couplage de ce dernier avec 1’orthofluorobenzeéne, une étape de
réduction nous a permis d’obtenir le produit tricyclique suite a I’insertion du carbonyldiimidazole
(CDI). Une étape de chloration est nécessaire afin d’obtenir par substitution nucléophile des

imidazo[ 1,5-a]quinoxalines aminés.

Ces molécules nouvellement synthétisées ont été testées pour leur activité agoniste et antagoniste
TLR7 et TLRS. Aucun des composés cibles n'a présenté¢ d’activité agoniste TLR7 et TLRS, dans
l'intervalle des concentrations testées (10 a 10® M). Par contre, tous les composés ont montré une
activité antagoniste sélective du TLR7. Les composés les plus actifs, 5.35a et 5.35b, membres de la

série pyrazolo[1,5-a]quinoxaline ont montré des IC50 de I’ordre de 10 pM.

A TDissue des résultats obtenus durant ce travail de thése, de nouvelles perspectives peuvent é&tre

envisagées aussi bien au niveau chimique qu’au niveau biologique.

En perspective, et par rapport aux résultats obtenus in vitro, nous pensons que des études de
production des cytokines pro-inflammatoires sur des PBMCs humaines ou dérivées de patients
possédant une maladie auto-immunes sont indispensables pour confirmer I’effet antagoniste des
produits les plus actifs. Des études in vivo pourront étre également effectuées en utilisant des souris
immunocompétentes afin de déterminer les taux d’autoanticorps sériques ainsi que les taux de

production des cytokines proinflammatoires aprés administration des antagonistes TLR.

Comme nous I’avons évoqué dans le chapitre 2, la stimulation du TLR7 présente un effet
protumorigeéne dans le cas du cancer pulmonaire et hépatique. Pour confirmer ce réle, des études in
vitro des composés 5.35a et 5.35b en combinaison avec 1’agoniste CL264 pourront étre effectuées sur
des cellules tumorales primaires provenant des patients atteints de cancer de poumon ou de foie.
Jusqu’a présent, aucune utilisation d’antagoniste TLR7 n’a été décrite dans le traitement de cancers.

De plus, une activité anti-VIH des composés 5.35a et 5.35b pourrait étre évaluée en utilisant des
cellules T CD4+ infectées par le virus VIH, le rationnel de ces études s’appuyant sur des données

bibliographiques récentes.

L’¢étude de I’interaction de nos molécules cibles avec les TLR7 et TLRS devra étre approfondie par
des études de cristallographie sur le complexe TLR7-5.35a et TLR7-5.35b afin d’identifier
éventuellement un nouveau site de liaison distinct de celui de 1’agoniste, comme dans le cas du TLRS.

Ces ¢études de cristallographie pourront étre envisagées apres expression et purification du récepteur
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TLR7 chez les cellules de la drosophile. Une fois le TLR7 purifié, la constante d’affinité Kd des deux
composés actifs 5.35a et 5.35b pourra étre déterminée par la technique de titration calorimétrique
isotherme (ITC).

Sur un autre plan, on devrait poursuivre la diversification structurale des trois séries chimiques :
imidazo[1,2-a]pyrazine, imidazo[1,5-a]quinoxaline et pyrazolo[l,5-a]quinoxaline. Dans le but
d’améliorer I’activité antagoniste TLR7, une nouvelle stratégie de synthése pourra étre développée en
vue d’obtenir des composés analogues ne présentant pas de groupe amino en position 4 du cycle
pyrazolo[1,5-a]quinoxaline. Selon les résultats de Shukla et coll., les composés analogues, sans

groupement NH,, seraient plus actifs que ceux portant un groupement amine primaire.
De plus, plusieurs substituants pourront étre introduits sur le cycle a cinq sommets surtout en position
1 de la série imidazo[1,5-a]quinoxaline et en position 2 de la série pyrazolo[1,5-a]quinoxaline. Ces

substituants pourront étre des chaines aryles ou alkyles.

La synthese de la forme saline de ces composés devra étre développée afin d’obtenir des composés

facilement administrables en solution.

185



ANNEXES

Dans cette partie, nous exposons les modes opératoires ainsi que les analyses spectrométriques des

composés intermédiaires non publiés.
1-(2-nitrophenyl)-1H-imidazole (5.1)

Chemical formula: CoH,N;O, NO, /4\
. N

Exact Mass: 189,0538 N

Molecular Weight: 189,1708

Yield: 91%

A mixture of 2-nitrofluorobenzene (3.74 ml, 0.035 mol), imidazole (2.18 g, 0.032 mol), and 10 g of
K,COj3in 50 ml of acetonitrile CH;CN was heated to reflux for 24 h. The solvent was removed under
vacuum, and the residue was slurred in 50 ml dichloromethane, washed twice with water, dried over
Na,S0O,, and the solvent was removed under vacuum. We obtained 91 % of 5.1 as a yellow solid (5.49

g, 91%).

'H NMR (300 MHz, CDCl), &: 7.05 (br s, 1H, CH=N); 7.20 (br s, 1H, N-CH=); 7.44-7.47 (dd, 1H, J
= 9 Hz, =CH-C-N); 7.57-7.63 (m, 2H); 7.69-7.74 (td, 1H, J = 9 Hz, -CH=C); 7.97-8.00 (dd, 1H, /=9
Hz, =CH-C-NO,).

3C NMR (75 MHz, CDCLy), &: 120.29, 125.39, 128.69, 129.67, 130.40, 130.63, 133.75, 137.24,
145.35
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2-Bromo-1-(2-nitrophenyl)-1H-imidazole (5.2)

Chemical Formula: CoHgBrN;O,
Exact Mass: 266,9643 N
Molecular Weight: 268,0668

Yield: 32%

To a solution of 5.1 (5.49g, 0.029 mol) in acetonitrile CH;CN (270 ml), N-bromosuccinimide (6.23g,
0.035 mol) was added. The reaction mixture was heated to reflux for 3 h. The solvent was removed
under vacuum and the residue was slurred in 270 ml of dichloromethane CH,Cl,, washed twice with a
solution of 5% NaHCO;, dried over Na,SQO,, and purified by column chromatography (CH,Cl,, 100%)
to give 31 % of 5.2 (2.48g, 32%).

"H NMR (300 MHz, CDCL), 5: 7.09 (br s, 1H); 7.16 (br s, 1H); 7.44-7.47 (dd, 1H, J = 9 Hz, =CH-C-
N); 7.67-7.80 (m, 2H); 8.12-8.15 (dd, 1H, J = 9 Hz, =CH-C-NO,).
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2-methyl-1-(2-nitrophenyl)-1H-imidazole (5.3)

Chemical Formula: C,oHyN;0, NO, lé\N
Exact Mass: 203,0695 ©/ "~
Molecular Weight: 203,1974

Yield: 19%

To a mixture of 5.2 (190 mg, 0.7 mmol) and Pd(PPh;), (80 mg, 0.07 mmol) in 1,4-dioxane (3.2 mL),
0.13 ml of the trimethylboroxine was added the followed by the addition of sodium carbonate (220
mg, 2.1 mmol) in water (0.47 mL). The reaction was irradiated in a sealed tube at 140°C for 25 min
using a Biotage Initiator microwave synthesizer. The reaction mixture was poured on water and then
extracted with dichloromethane. The combined organic extracts were washed with water, dried and
concentrated to dryness under vacuo. The crude product was purified by column chromatography

silica gel, elution with CH,Cl,-MeOH, 97:3, v/v) to give 5.3 (20 mg, 14 %)).
( gel, A 9 B ) g ( £, )

'H NMR (300 MHz, CDCL), &: 2.18 (s, 3H, CH), 6.87 (d, 1H, J= 3 Hz, =CH-N), 7.01 (d, 1H, J =3
Hz, =CH-N); 7.39-7.42 (dd, 1H, J = 9 Hz, =CH-C-N); 7.60-7.66 (td, 1H, J = 9 Hz, =CH-C); 7.70-7.75
(td, 1H, J = 9 Hz, CH=C-); 8.00-8.04 (dd, 1H, J =9 Hz, =CH-C-NO,).

3C NMR (75 MHz, CDCLy), &: 13.02, 120.52, 125.28, 128.50, 130.05, 130.13, 131.12, 133.81,
145.54, 146.22.
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2-(2-methyl-1H-imidazol-1-yl)aniline (5.4)

Chemical Formula: C,oH, ;N3 e ,\/14/\ N
Exact Mass: 173,0953 ©/ CHs
Molecular Weight: 173,2144

Yield: 32%

Compound 5.3 (590 mg, 3 mmol) was dissolved in 40 ml of dry ethanol with catalytic amount of 10%
palladium on charbon and hydrogenated for 2h30. The catalyst was removed by filtration, and the
residue concentrated under vacuum and purified by column chromatography on silica gel using

CH,Cl,-MeOH (95 : 5) as eluent to give 32 % of 5.4 (0.161 g, 32 %).
'"H NMR (300 MHz, DMSO), &: 2.18 (s, 3H, CHs), 4.84 (s, 2H, NH,), 6.60-6.65 (td, 1H, J = 9 Hz,

CH=C), 6.83-6.86 (dd, 1H, J = 9 Hz, =CH-C-NH,), 6.92 (br s, 1H, =CH-N); 6.96-6.99 (dd, 1H, J =9
Hz, =CH-C-N); 7.04 (br s, 1H, =CH-N); 7.12-7.18 (td, 1H, J = 9 Hz, CH=C-).
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1-(2-nitrophenyl)-1H-pyrazole (5.18)

Chemical Formula: CoH;N;0, NO, l/\l/
Exact Mass: 189,0538 N }
Molecular Weight: 189,1708

Yield: 100%

NaH (0.292 g, 7.3 mmol), pyrazole (0.5 g, 7.3 mmol) and DMSO (12 mL) were added to a 100 mL
round bottom flask. The mixture was stirred for 30 min under room temperature; Cul (0.116 g, 0.61
mmol) and 2-nitrofluorobenzene (0.64 ml, 6.1 mmol) were added. The mixture was heated at 120 °C
for 3h. The resulting mixture was cooled to room temperature and diluted by 60 mL water. The
product was extracted by ethyl acetate (60 mlx3). The combined extracts were washed by brine (90
ml), dried over MgSQO,, evaporated under reduced pressure to give 100% of 5.18 (4.07g, 83 %).

'H NMR (300 MHz, CDCLy), 8: 6.49 (t, IH, J = 3 Hz, -CH=CH-N), 7.47-7.58 (m, 2H), 7.64-7.73 (m,
3H); 7.84-7.87 (dd, 1H, J =9 Hz, =CH-C-NO,).

3C NMR (75 MHz, CDCly), 5: 108.46, 125.03, 126.21, 128.40, 130.05, 133.07, 133.41, 142.40,
144.62.
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4-bromo-1-(2-nitrophenyl)-1H-pyrazole (5.19)

NO, N=
) ,Q}\Br
Chemical Formula: CoHgBrN;O,

Exact Mass: 266,9643
Molecular Weight: 268,0668
Yield: 90%

To a solution of 5.18 (1.08 g, 5.7 mmol) in acetonitrile CH;CN (53 ml), N-bromosuccinimide (1.217
g, 6.8 mol) was added. The reaction mixture was heated to reflux for 3 h. The solvent was removed
under vacuum and the residue was slurred in 53 ml of dichloromethane CH,Cl,, washed twice with a

solution of 5% NaHCOs, dried over Na,SO, to give 90% of 5.19 (1.37 g, 90%).
"H NMR (300 MHz, CDCl), §: 7.51-7.57 (m, 2H), 7.66-7.73 (m, 3H); 7.87-7.91 (dd, 1H, J = 9 Hz,

=CH-C-NO,).
BC NMR (75 MHz, CDCly), 8: 125.27, 126.28, 129.04, 132.89, 133.21, 143.03, 144.46.
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4-methyl-1-(2-nitrophenyl)-1H-pyrazole (5.20)

Chemical Formula: C,(HyN;O, NO, N 37
¥/

/
Exact Mass: 203,0695 N
Molecular Weight: 203,1974

Yield: 83%

NaH (0.97 g, 24.3 mmol), 4-methyl-1H-pyrazole (2.1 ml, 24.3 mmol) and DMSO (41 mL) were added
to a 500 mL flask. The mixture was stirred for 30 min under ambient temperature; Cul (0.38 g, 2.02
mmol) and 2-nitrofluorobenzene (2.1 ml, 20 mmol) were added. The mixture was heated at 120 °C for
3h. The resulting mixture was cooled to room temperature and diluted by 370 mL water. The product
was extracted by ethyl acetate (200 mLx3). The combined extracts were washed by brine (200 mL),
dried over MgSQO,, evaporated under reduced pressure to give 83 % of 5.20 (4.07g, 83 %).

"H NMR (300 MHz,DMSO0), 3: 2.09 (s, 3H, CH3), 7.55-7.60 (td, 1H, J = 9 Hz, -CH=C), 7.57 (s, 1H,
N=CH), 7.73-7.82 (m, 2H); 7.94-7.98 (dd, 1H, J= 9 Hz, =CH-C-NO); 8.06 (s, 1H, -C=CH-N).
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2-(4-methyl-1H-pyrazol-1-yl)aniline (5.21)

Chemical Formula: C;oH; N3 NH, [/\]37
Exact Mass: 173,0953 ©/N %
Molecular Weight: 173,2144

Yield: 91%

Palladium-carbon 10% was added portionwise during 5-10 min to a hot solution of 19 (3.97 g, 19
mmol) in dry ethanol (32 ml) containing hydrazine monohydrate (4.7 ml, 95 mmol). The mixture was
heated under reflux for 1h. The hot solution was filtered to remove Pd, and the filtrate was evaporated

under vacuum to give 91 % of 20 (3 g, 91 %).
"H NMR (300 MHz, DMSO), &: 2.10 (s, 3H, CHs), 5.57 (s, 2H, NH,), 6.60-6.65 (td, 1H, J=9 Hz, -

CH=C), 6.83-6.86 (dd, 1H, J = 9 Hz, C=CH-C-N), 7.03-7.09 (td, 1H, J = 9 Hz, -CH=C); 7.16-7.19
(dd, 1H, J = 9 Hz, =CH-C-N); 7.55 (s, 1H, -CH=N), 7.84 (s, 1H, N-CH=C).
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N-methyl-3-phenylpyrazolo[1,5-a]quinoxalin-4-amine (5.28a)

Chemical Formula: C,;H;4N4 @: 7
Exact Mass: 274,1218 N"
Molecular Weight: 274,3199

Yield: 55%

To a mixture of 5.27 (300 mg, 1.08 mmol) and Pd(PPh;), (63 mg,0.05 mmol) in DME (15 mL) was
added phenyl boronic acid (260 mg, 2.16 mmol) followed by the addition of sodium carbonate (234
mg, 2.2 mmol) in water (5 mL). The reaction was irradiated in a sealed tube at 140 °C for 20 min using
a Biotage Initiator microwave synthesizer. The catalyst was removed by filtration, and the filtrate
concentrated under vacuum. The residue was slurred with ethyl acetate, washed with saturated
ammonium, water and saturated sodium chloride, dried and concentrated to dryness under vacuum.

The crude product was purified by column chromatography to give 55 % of 5.28a (160 mg, 55 %).

"H NMR (300 MHz, DMSO0), &: 2.97 (d, 3H, CHs), 5.67 (s, 1H, NH), 7.35-7.57 (m, 7H); 7.64-7.68
(dd, 1H, J=9 Hz, =CH-C-N), 8.17 (s, 1H, CH=N), 8.24-8.28 (dd, 1H, J=9 Hz, =CH-C-N=).

BC NMR (75 MHz, CDCly), 3: 27.6, 124.8, 125.1, 125.8, 127.5, 127.7, 127.8, 128.7, 128.9, 129.2,
129.3, 130.8, 135.8, 135.9, 136.4, 142.1, 151.0.

MS (ESI+, Qtof, m/z): 274.9 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C;H;sN,4 275.1297, found 275.1295.
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3-(furan-3-yl)-N-methylpyrazolo[1,5-a]quinoxalin-4-amine (5.28b)

Chemical Formula: C,sH;,N,O

Exact Mass: 264,1011 l\/l y >0

Molecular Weight: 264,2820 @[ —
—

Yield: 5% N™ “NHCH,

To a mixture of 5.27 (300 mg, 1.08 mmol) and Pd(PPh;), (63 mg,0.05 mmol) in DME (15 mL) was
added 3-furanboronic acid (242 mg, 2.16 mmol) followed by the addition of sodium carbonate (234
mg, 2.2 mmol) in water (5 mL). The reaction was irradiated in a sealed tube at 140 °C for 20 min using
a Biotage Initiator microwave synthesizer. The catalyst was removed by filtration, and the filtrate
concentrated under vacuum. The residue was slurred with ethyl acetate, washed with saturated
ammonium, water and saturated sodium chloride, dried and concentrated to dryness under vacuum.

The crude product was purified by column chromatography to give 5.28b.

"H NMR (300 MHz, DMSO), 5: 3.02 (d, 3H, CHs), 6.05 (s, 1H, NH), 6.80-6.81 (d, 1H, J = 3 Hz, -
CH=C-0); 7.33-7.38 (td, 1H, J =9 Hz, =CH-C), 7.40-7.46 (td, 1H, J = 9 Hz, =CH-C), 7.63-7.66 (dd,
1H, J=9 Hz, =CH-C-N-), 7.89 (t, 1H, J = 3 Hz, =CH-0), 8.00 (s, 1H, =CH-0), 8.14 (s, 1H, -CH=N),
8.21-8.24 (dd, 1H, J=9 Hz, =CH-C-N=).

“C NMR (75 MHz, CDCly), 3: 27.7, 104.7, 108.8, 124.8, 125.8, 127.7, 128.7, 129.3, 133.4, 135.8,
136.0, 138.5, 142.1, 144.1, 151.0.

MS (ESI+, Qtof, m/z): 265.2 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C;sH;3N,0265.1089, found 265.1088.
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3-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-methylpyrazolo[1,5-a]quinoxalin-4-amine (5.28c)

Chemical Formula: C,oH;gN,O,

Exact Mass: 334,1430 N= OChs
. ]
xact Mass: s N
Molecular Weight: 334,3718 @[ OCH;
~
Yield: 3% N" "NHCH;

To a mixture of 5.27 (300 mg, 1.08 mmol) and Pd(PPh;), (63 mg,0.05 mmol) in DME (15 mL) was
added 3,4-dimethoxyphenyl boronic acid (400 mg, 2.16 mmol) followed by the addition of sodium
carbonate (234 mg, 2.2 mmol) in water (5 mL). The reaction was irradiated in a sealed tube at 140 °C
for 20 min using a Biotage Initiator microwave synthesizer. The catalyst was removed by filtration,
and the filtrate concentrated under vacuum. The residue was slurred with ethyl acetate, washed with
saturated ammonium, water and saturated sodium chloride, dried and concentrated to dryness under

vacuum. The crude product was purified by column chromatography to give 3 % of 5.28c.

"H NMR (300 MHz, DMSO), 5: 2.78 (d, 3H, NH-CHs), 3.83 (s, 6H, O-CH3), 5.67 (s, 1H, NH), 6.94-
7.34 (m, 3H); 7.65-7.75 (n, 3H), 8.16 (dd, 1H, J=9 Hz, =CH-C-N=), 8.73 (s, 1H, -CH=N).

BC NMR (75 MHz, CDCl,), &: 27.6, 56.1, 111.0, 113.6, 122.0, 124.8, 125.1, 125.8, 127.7, 128.7,
130.8, 135.8, 135.9, 136.8, 142.1, 149.8, 150.3, 151.1.

MS (ESI+, Qtof, m/z): 335.1 [M+H]".

HRMS: m/z calculated for C,;H;5N,335.1508, found 335.1511.

196



3-iodopyrazolo[1,5-a]quinoxalin-4-amine (5.29)

Chemical Formula: C;oH7IN,

N=
Exact Mass: 309,9715 NI
Molecular Weight: 310,0938 (:[ _

N" NH,

Yield: 42%

To a solution of compound 5.27 (0.2 g, | mmol) in anhydrous DMF (5 ml) was added NIS (0.25 g, 1.1
mmol), and the reaction mixture was heated at 45 °C for 12 h. The reaction mixture was diluted with
water and extracted with ethyl acetate (3 x 30 ml). The combined organic layer was dried over MgSO4
and concentrated under reduced pressure, and the crude material was triturated with diethylether and

filtered to give 0.13 g of compound 5.29 (42%).

'H NMR (300 MHz, DMSO), 5: 6.56 (br s, 1H, NH), 7.30-7.36 (m, 1H); 7.40-7.46 (m, 1H), 7.60-7.63
(dd, 1H), 8.14-8.17 (dd, 1H), 8.22 (s, 1H)
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3-(pent-1-yn-1-yl)pyrazolo[1,5-a]quinoxalin-4-amine (5.30)

Chemical Formula: C,sH;4N4
N=
Exact Mass: 250,1218 !

N /==
Molecular Weight: 250,2985 @[ P

Yield: 38% N™ "NH;

To a solution of compound 5.29 (110 mg, 0.34 mmol) in a 2:1 mixture of CH;CN (4.1 mL) and Et;N
(2.1 mL) were added Pd(PPh;), (40 mg, 0.034 mmol) and Cul (13 mg, 0.068 mmol). The reaction
mixture was degassed with dry nitrogen for 5 min, and then 1-pentyne (0.078 mL, 0.087 mmol) was
added. The resulting reaction mixture was stirred for 12 h under nitrogen atmosphere. After
completion of the reaction, the reaction mixture was diluted with water and extracted with ethyl
acetate (3 x 20 mL). The combined organic layer was dried over Na,SO, and concentrated under
reduced pressure, and the crude material was purified by flash chromatography eluted with
cyclohexane/ethylacetate 50/50 to 30/70 to give 0.03 g of the compound 5.30 as a white solid (38%
yield).

'H NMR (300 MHz, DMSO), 5: 1.04 (t, 3H), 1.57-1.69 (m, 2H), 2.54 (m, 2H), 3.11 (d, 3H), 6.61 (br

s, 1H, NH), 7.32-7.37 (m, 1H); 7.41-7.47 (m, 1H), 7.61-7.64 (dd, 1H), 8.15-8.18 (dd, 1H), 8.23 (s,
1H).
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Imidazo[1,5-a]quinoxalin-4-amine (5.41)
Chemical Formula: C,(HgNy

=N
Exact Mass: 184,07 N~/
Molecular Weight: 184,20 ©i =z

N~ “NH,
Yield: 55%
Ammonia of a 30% (w/v) aqueous solution (9 ml, 75 mmol) was added to a solution of 5.13 (0.31 g,
1.5 mmol) in acetonitrile in a microwave-adapted vial. The reaction was submitted to microwave

irradiations during 2 h at 140 °C. The solvent is removed under reduced pressure. The residue was

washed with water and filtered to give 0.12 g of compound 5.41 as a beige solid (55% yield).

'H NMR (300 MHz, DMSO), &: 7.20-7.24 (m, 3H); 7.32-7.36 (m, 1H), 7.43-7.45 (dd, 1H), 7.89 (s,
1H), 8.13-8.16 (dd, 1H).
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3-iodoimidazo|1,5-a]quinoxalin-4-amine (5.42)
Chemical Formula: C;oH7IN, N
Exact Mass: 309,97 N/// |
Molecular Weight: 310,10 @[ _

Yield : 60%

To a solution of compound 5.41 (0.1 g, 0.54 mmol) in anhydrous DMF (4 ml) was added NIS (0.15 g,
0.64 mmol), and the reaction mixture was heated at 45 °C for 12 h. The reaction mixture was diluted
with water and extracted with ethyl acetate (3 x 30 ml). The combined organic layer was dried over
MgSO4 and concentrated under reduced pressure, and the crude material was triturated with

diethylether and filtered to give 0.05 g of compound 5.42 (60%).

'H NMR (300 MHz, DMSO), 5: 7.27 (t, 1H), 7.40 (t, 1H); 7.47 (d, 1H), 8.15 (d, 1H), 9.18 (s, 1H).
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