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Préface

Les travaux présentés dans ce mémoire ont été¢ réalisés au sein de I’Institut de Chimie
Pharmaceutique Albert Lespagnol sous la direction scientifique de Monsieur le Professeur Jean-

Pierre Hénichart.
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Introduction

Les cancers sont devenus la premiére cause de mortalité chez I’homme et la deuxiéme chez
la femme. Des efforts considérables sont donc engagés pour les combattre. On désigne par cancer
plus d’une centaine de maladies, la quasi-totalité des tissus de 1’organisme pouvant étre atteints
(pour certains, plusieurs types de cancers sont observés). Il s’agit d’une maladie génique acquise
due a la prolifération anarchique, au sein d’un tissu, de cellules ignorant les signaux de mort
cellulaire et n’obéissant qu’a leur programme de réplication. En outre, ces cellules sont capables
d’envahir et de détruire le tissu normal avoisinant puis de migrer, par voie lymphatique ou
sanguine, vers des organes cibles vascularisés pour développer des métastases.

Chaque cancer présente des caractéristiques qui lui sont propres mais les mécanismes qui
engendrent ces tumeurs sont communs.

Dans les pays industrialisés, les cancers de la prostate, du sein, du poumon et du c6lon
touchent une grand partie de la population : ces affections causent 60000 déces en France chaque
année.

Un arsenal thérapeutique a été développé afin de traiter les cancers et aujourd’hui, méme si
ces maladies restent un probléme majeur de santé publique, de gros progres ont été accomplis,
notamment sur la maladie de Hodgkin et certains lymphomes. ..

Les principaux moyens de traiter un cancer consistent en:

- la chirurgie : elle permet 1’ablation d’une tumeur ou des tissus 1ésés. C’est le principal
mode de traitement des tumeurs solides, localisées.

- la chimiothérapie : il s’agit de I’utilisation de substances pharmacologiques pour tuer les
cellules tumorales. On utilise généralement plusieurs principes actifs afin d’éviter des phénomeénes
de résistance. L’inconvénient principal des composés utilisés est le manque de sélectivité qui
entraine de nombreux effets secondaires.

- la radiothérapie : la tumeur est irradiée par des rayons X ou g afin de détruire les cellules
tumorales. Elle est souvent utilisée en association avec d’autres thérapies.

- les traitements biologiques : ils utilisent des substances endogenes. Par exemple,
I’immunothérapie renforce les défenses immunitaires contre les cellules tumorales.

- les traitements hormonaux : ils agissent sur la vitesse a laquelle les cellules tumorales
grossissent, se multiplient ou meurent. C'est une forme particuliere de chimiothérapie qui agit sur le
systeme endocrinien et qui est utilisée pour le traitement de cancers hormono-dépendants.

- les greffes de moélle osseuse : il ne s’agit pas d’un traitement direct mais elles sont
parfois utilisées pour renforcer le systéme de production des cellules sanguines.

La diversité des agents utilisés en chimiothérapie anticancéreuse a permis d’augmenter le
nombre de rémission et €galement leur durée mais les traitements restent lourds, difficiles a
supporter et présentent de nombreux effets secondaires. C’est pourquoi il est urgent de trouver de

nouvelles molécules plus sélectives et non résistantes sur certains types de cancers.
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Introduction

Ces derniéres années, 1’évolution des connaissances a permis de comprendre de maniére
plus approfondie le mécanisme d’action de médicaments déja utilisés et ainsi, d’envisager de
nouvelles perspectives thérapeutiques.

Les ligands de I’ADN constituent une classe trés importante de la chimiothérapie
anticancéreuse qui a retenu notre intérét. Nous étudierons les principaux mécanismes d’action de
ces composés dans la premiére partie. Nous avons congu et synthétisé plusieurs pyrrolo
[3,4-b]quinoléines, analogues de la camptothécine, que nous détaillerons dans la deuxi¢me partie,
potentiellement actifs dans le traitement du cancer de la prostate.

Le cancer de la prostate est la deuxiéme cause de mortalité par cancer chez ’homme. Dans
les premiers stades de la maladie, 1’ablation de la prostate ou un traitement limitant l'action de la
testostérone sont fréequemment employ¢s. Cependant, lorsque le cancer évolue, qu’il devient invasif
et que des métastases sont apparues dans 1’organisme, aucun traitement n'est a disposition. Il est

donc primordial aujourd’hui de développer de nouvelles molécules actives sur ce type de cancer.

14

© 2003 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

These de Aurore Pottier ép. Perzyna, Lillel, 2003

Introduction

Objectif de cetravail.

L’objectif de ce travail est de proposer de nouveaux intercalants de I’ADN possédant, en
plus de ce pouvoir de stacking, des propriétés supplémentaires (pouvant conférer une
cytosélectivité) dans la tradition de ce qui s’est fait au laboratoire. On peut ainsi citer les hybrides :

- intercalants / ligands du petit sillon, Bailly et al., 1989 ; Plouvier et al., 1991 ; Bailly et
Hénichart, 1991 ; Mrani et al., 1992 ; Plouvier et al., 1992 ; Bailly et Hénichart, 1994 ; Bourdouxhe
et al., 1995.

- intercalants / agents dégradant ’ADN, Hénichart et al., 1982 ; Houssin et al., 1984 ;
Hénichart et al., 1985 ; Kenani et al., 1987 ; Kenani et al., 1989 ; Bailly et al., 1990.

- intercalants / chélateurs de métaux, Hénichart et al., 1985° ; Bernier et al., 1986 ; Bailly et
al., 1987 ; Kenani et al., 1987 ; Giorgi-Renault et al., 1989 ; Kenani et al., 1989 ; Morier-Teissier et
al., 1989 ; Bailly et al., 1992 ; Haddou et al., 1992 ; Morier-Teissier et al., 1993.

- intercalants / inhibiteurs de topoisomérase II, Fossé et al., 1994 ; Catrycke et al., 1999 ;
Dudouit et al., 2000.

- intercalants possédant des fonctions catéchols, Chackal et al., 2002 ; Chackal et al.,

2003*; Chackal et al., 2003" ; Malecki et al., 2003.

Nous proposons de concevoir de nouveaux intercalants ayant pour structure le squelette
simplifi¢ de la camptothécine et une potentielle activité inhibitrice de la topoisomérase I ou de la
télomérase, d’une part, et, d’autre part, des intercalants formés d’un hétérocycle de structure
originale et de chaines latérales cationiques conférant potenticllement un caractére inhibiteur de

télomérase ou induisant un autre mode de liaison a I’ADN.
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Le but de la chimiothérapie anti-cancéreuse est d’inhiber la croissance tumorale au moyen
de médicaments interférant dans la synthése protéique, bloquant la division cellulaire, inhibant la
néovascularisation des tumeurs, induisant ou restaurant 1’apoptose ou enfin, stimulant la réponse
immunitaire.

Les substances ayant une activité anti-cancéreuse peuvent étre classées suivant leur
mécanisme d’action. On distingue les composés qui interagissent de manicre directe avec I’ADN

de ceux qui interagissent indirectement par action en amont ou en aval de la synthese d’ADN.

I.L’ADN : unecible biologique de choix dansletraitement du cancer.

Nous aborderons dans cette partie les substances interagissant de maniere directe avec
I’ADN, sachant que se pose d’emblée le probléme de la cytosélectivité avec ce type de molécules.
En effet, il faut qu’elles agissent sélectivement sur I’ADN des cellules cancéreuses tout en
maintenant I’intégrité des cellules saines. Ces composés sont classés selon le type de modification

qu’ils induisent dans la structure de la double hélice.

1. Les composés alkylants.

IlIs interagissent avec ’ADN par réaction chimique. Ce sont généralement des composés
¢lectrophiles qui peuvent étre attaqués par les bases de I’ADN selon une réaction de substitution
nucléophile. Ces réactions entrainent des dommages sur la structure de la double hélice. On
observe alors des délétions, des modifications chimiques dans la structure des bases, des ponts
inter/intrabrins, des ruptures dans la liaison aux phosphates (Nieto et Jones, 2001). Ces
modifications de structure, plus ou moins graves pour la cellule, entrainent parfois des cassures ou
des dégradations de I’hélice d’ADN responsables de la mort cellulaire.

Plusieurs familles chimiques sont connues comme étant des alkylants. On peut citer :

> les alkylants de type moutarde a 1’azote : la chlorméthine (CaryolysineO).

de type oxazophorine : le cyclophosphamide (EndoxanO).
de type alkylsulfonate : le busulfan (MisulbanO).

> les nitrosourées : la carmustine (BicnuO).

> les dérivés du platine : le cisplatine (CisplatylO)

> les éthyléneimines : le triéthylénethiophosphoramide (ThiotepaO).

> les triazénes : la dacarbazine (DéticéneO).

17
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2. Les intercalants.

Ces composés induisent une modification de la structure de I’ADN par intercalation entre

deux plateaux de bases adjacents, ce qui entraine une détorsion de la double hélice et une

perturbation dans la réplication et la transcription (Brana et al., 2001). En effet, les ARN et ADN

polymérases ne peuvent plus progresser le long de la double hélice. Les intercalants regroupent

cinqg familles de molécules :

» les anthracyclines, substances naturelles issues de Streptomyces peucetius: la

doxorubicine.

» les ellipticines : la 9-hydroxyellipticine, produit de déméthylation  d’une

naturelle

substance

extraite de Ochrosia elliptica (plante de la famille des Apocyanaceae).

» les actinomycines : la dactinomycine, produit naturel issu de Srepromyces antibioticus.

> les acridines : 1’amsacrine (AmsidineO), produit synthétique.

> les aminoanthraquinones : la mitoxantrone (NovantroneQ), substance synthétique.

© 2003 Tous droits réservés.
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3. Les agents dégradant I’ADN.

Certains agents induisent une fragmentation de I’ADN. On peut citer le cas des
bléomycines, substances naturelles issues de Sreptomyces verticillus. Ces composés sont
responsables de coupures dans la séquence nucléotidique et d’une accumulation des cellules en

phase G2 du cycle cellulaire (Hénichart et al., 1982 ; Bailly et al., 1990).
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4. Les ligands du petit sillon.

Les ligands du petit sillon correspondent a une famille d’agents anti-cancéreux qui ont pour
chef de file deux antibiotiques : la nétropsine et la distamycine. Grace a leur structure, ils
interagissent avec la double hélice en venant se positionner dans le petit sillon. Ils reconnaissent
préférentiellement les enchainements riches en bases AT, ce qui a pour conséquence d’inhiber les

enzymes qui se fixent sur ces sites, comme les topoisomérases (Pindur et Lemster, 1998).
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Il. Lescomposésinteragissant indirectement avec I’ ADN.

1. Action en amont de la synthése DNAsique.

Certains composés sont capables d’inhiber la synthése d”’ADN.

a. Les antimétabolites.

Ces molécules présentent une analogie structurale plus ou moins étroite avec la structure
des substances endogénes nécessaires a la synthése des acides nucléiques. Elles agissent en tant
qu’inhibiteurs compétitifs et inhibent la synthése des nucléosides endogenes par incorporation dans
I’ADN et I’ARN de nucléosides modifiés, entrainant ainsi I’interruption de la synthése d’ADN et
d’ARN (Costi et Ferrari, 2001).

> les antipurines : un représentant de cette série est la 6-mercaptopurine (PurinétholO). Ce

composé pénétre dans la cellule grace au transporteur des bases puriques naturelles. Aprés
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activation en ribonucléotides et phosphorylation, il peut étre incorporé dans I’ADN a la place des
bases puriques naturelles.

» les antipyrimidines : ils inhibent la synthése des bases pyrimidiques. Un représentant de
cette série est le 5-fluorouracile (5-FU, FluorouracilO) qui inhibe I’incorporation de la thymidine
dans les acides nucléiques (Frewin et Johnson, 2001). Le 5-FU est une prodrug transformée en son
métabolite actif, la fluorodéoxyuridine, apres ribosylation ou phoshorylation. Ce métabolite peut
inhiber la thymidilate-synthétase, enzyme clé de la voie endogene des pyrimidines ou étre intégrée
directement par ’ADN et ainsi modifier I’appariement des bases et la transcription en ARN.
D’autre part, la cytarabine (Ara-C, AracytineO) est un nucléoside analogue de cytosine. Aprés
pénétration cellulaire, elle est convertie par phosphorylation en cytarabine monophosphate puis
triphosphate (Ara-CTP) par la cytosine kinase. Il y a alors compétition entre Ara-CTP et le
triphosphate de cytosine pour 1’incorporation dans I’ADN. Ara-CTP inhibe 1’ADN-polymérase
entrainant ainsi un arrét de 1’¢longation et un blocage en phase S du cycle cellulaire.

» les inhibiteurs de dihydrofolate réductase : ces molécules sont également appelées les
antagonistes de 1’acide folique et représentées par le méthotrexate (LedertrexateO) (Longo-
Sorbello et Bertino, 2001). L’acide folique est une vitamine indispensable a la synthése des bases
puriques et pyrimidiques. Il est tout d’abord réduit en acide tétrahydrofolique, puis transformé en
acide N-5 formyltétrahydrofolique, qui intervient dans la formation des acides nucléiques. Les
antifoliques agissent en empéchant la formation de I’acide tétrahydrofolique catalysée par la

dihydrofolate réductase.
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b. Lesinhibiteurs enzymatiques des topoisomér ases.

Les topoisomérases sont des enzymes ubiquitaires qui régulent la topologie de I’ADN et
qui sont essentielles pour garantir 1’intégrit¢ de I’ADN pendant les processus de transcription,
réplication et recombinaison (Gatto et al., 1999).

Il existe deux types de topoisomérases. D’une part, les topoisomérases de type I, protéines
monomériques, permettent la coupure d’un brin de la double hélice et effectuent la détorsion de
I’ADN en passant le second brin d’ADN dans la bréche. Elles restaurent 1’intégrité de I’ADN en fin
de cycle catalytique. D’autre part, les topoisomérases de type II, enzymes dimériques, dépendantes
de I’ATP, induisent une coupure transitoire d’un double brin d’ADN pour permettre le passage
d’un autre segment d’ADN a travers la coupure (Champoux, 2001). La topoisomérase I joue un
role important pendant tout le cycle cellulaire alors que D’activité de la topoisomérase II est
variable. Par ailleurs, le taux intracellulaire de topoisomérases I et/ou II est plus élevé dans bon
nombre de tumeurs que dans les tissus sains correspondants (Kim et Lee, 2002).

Les composés qui inhibent ces enzymes sont classés selon qu’ils empéchent la formation
du complexe ADN-enzyme en se liant a I’ADN ou a I’enzyme. On parle alors de suppresseur de
I’activité topoisomérase. On distingue de ces composés les agents capables de piéger et de
stabiliser le complexe ADN-enzyme, qui sont appelés poisons de la topoisomérase. En ce qui
concerne les suppresseurs d’activité, on retrouve des composés intercalants (ellipticine) ou ligands
du petit sillon (nétropsine) qui inhibent la topoisomérase I1.

Les principaux poisons de la topoisomérase II sont représentés par des dérivés
hémisynthétiques de la podophyllotoxine, le téniposide (VumonO) et 1’étoposide (VepesidO)

(Imbert, 1998) et par certains composés intercalants cités précédemment.
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Les suppresseurs de 1’activité topoisomérase I sont représentés par des composés dont la
structure est trés variable. On peut citer la b-lapachone, extraite d’un arbre sud-américain, des
composés issus de la famille des flavonoides, comme la quercétine, ou encore des dérivés

lipidiques comme la topostatine.
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Deux grandes familles chimiques constituent les poisons de la topoisomérase 1. Il s’agit des
indolocarbazoles de type rébeccamycine et des dérivés de la camptothécine (irinotécan, CamptoO

et topotécan, HycamtinO) (Pourquier et Pommier, 1998).
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2. Action en aval de la synthése DNAsique.

» les antimitotiques :

Ces composés sont communément appelés poisons du fuseau ou antimitotiques. Les

alcaloides de la pervenche de type vincristine (OncovinQO), vinblastine (VelbeO), empéchent la

formation du fuseau mitotique par inhibition de la polymérisation de la tubuline, ce qui provoque la

dissolution des microtubules (Correira et Lobert, 2001).

Les taxanes, paclitaxel (TaxolO), extrait de I’if, et docétaxel (TaxotéreO), composé

hémisynthétique, stimulent 1’assemblage des diméres de tubuline en microtubules et stabilisent les

microtubules, empéchant ainsi leur dépolymérisation (Pienta, 2001).
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I11.Voiesderecherche.

1. Présentation.

Plusieurs voies de recherche sont actuellement a 1’étude, au laboratoire en
particulier, afin de découvrir des composés possédant une activité anti-tumorale et un
mode d’action nouveau. On peut citer I’inhibition de la protéine Ras-farnésyle transférase
(Domarkas et al., 2001) ; I’inhibition de 1’activité protéine tyrosine kinase (Bencteux,
1997) ; ’inhibition des kinases dépendantes des cyclines (Laconde, 2002) ; I’inhibition de
métalloprotéases matricielles (Cornet, 1999).

Une des voies de recherche concernant la découverte de nouveaux agents anti-tumoraux,
I’inhibition de la télomérase, a retenu notre attention. Un projet de recherche (Chackal, 2002) a
d’ailleurs été initi¢ a I’Institut de Chimie Pharmaceutique Albert Lespagnol dans cette direction. La
découverte que les cellules tumorales, contrairement aux cellules somatiques saines, sont capables
de maintenir la longueur des extrémités télomériques constantes, est a ’origine de cet intérét

considérable.

2. L’inhibition des télomérases.

Les téloméres sont les extrémités chromosomiques des molécules d’ADN. Ce sont des
enchalnements nucléotidiques monobrin, riches en guanine, d’une longueur comprise entre 5 et 15
kb chez I’homme. Il semble qu’ils jouent un réle protecteur sur les chromosomes en empéchant les
phénomeénes de recombinaison ou de fusion chromosomique, ou I’action de certaines nucléases qui
pourraient causer des dommages a I’ADN et faire évoluer la cellule vers une cellule anormale. Les
télomeres des cellules saines subissent des raccourcissements de 50 & 200 bp a chaque réplication
(racourcissement di a l’incapacit¢ des ADN polymérases a répliquer enticrement I’extrémité
DNasique). Apres environ 50 cycles, le télomere atteint une longueur critique, signal qui conduit la
cellule vers la mort. La télomérase est une enzyme inactive chez les cellules saines qui se trouve
réactivée dans un bon nombre de cellules tumorales. Il s’agit d’une transcriptase inverse qui permet
de synthétiser des séquences télomériques afin de stabiliser la longueur des télomeres. Cette
réactivation rend la cellule tumorale immortelle et sujette a la tumorigénese (Kelleher et al., 2002).

Ainsi, il a été mis en évidence un taux élevé de télomérase dans 85 a 95 % des cancers
humains et également une corrélation entre le taux de télomérase et la progression de la maladie.
Elles constituent donc des cibles thérapeutiques importantes car leur inhibition permet d’intervenir
au stade de la tumorigénése. D’autre part, des inhibiteurs de cette enzyme devraient permettre une
action sélective sur les cellules tumorales, puisqu’elles seules possédent une enzyme active. Il a été

montré par des études de transfection avec des télomérases inactives que 1’inhibition de cette

25

© 2003 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

These de Aurore Pottier ép. Perzyna, Lillel, 2003
Cible des agents anti-cancéreux

enzyme conduisait a une réduction de la longueur du télomére et enfin a la senescence et I’apoptose
(Cuesta et al., 2003).

L’inhibition des télomérases peut se faire (i) par action au niveau de son site catalytique,
(i1) sur le motif ARN qui lui permet de synthétiser I’ADN télomérique, par une approche antisens,
(ii1) par action sur le substrat t€lomérique (White et al., 2001).

Nous nous sommes intéressés a la possibilit¢ d’agir sur le complexe binaire
télomeére/télomérase par le biais du télomeére. En effet, des expériences in vitro montrent que les
extrémités télomériques, riches en guanine, ont tendance a adopter une structure tridimensionnelle
en quadruplex en présence d’ions sodium ou potassium. Ce motif, qui met en jeu 4 guanines, est
appelé G-quartet (G4). La formation de cette structure permet d’inhiber la télomérase qui ne
reconnait que des segments d’ADN monobrin (Perry et Jenkins, 2001). La non-reconstitution de
I’extrémité télomérique par ’enzyme devrait rendre la cellule tumorale mortelle aprés un certain
nombre de cycles réplicatifs.

Ainsi, des molécules capables d’induire et de stabiliser des G4 seraient des inhibiteurs
potentiels de télomérase et devraient permettre de contenir la croissance tumorale en rendant la

cellule anormale mortelle.

3. Quelques relations structure-activité.

Les molécules, dont une activité anti-télomérasique a été démontrée in vitro, possedent un
squelette aromatique plan de type anthraquinone, fluorénone ou acridine. Deux chaines latérales
cationiques sont nécessaires pour I’activité. Ces chaines sont idéalement espacées du coeur
aromatique par une liaison amide et 2 groupes méthyléne. Les amines les plus favorables sont la
pipéridine et la pyrrolidine. Voici quelques molécules dont 1’activité anti-télomérasique a été

démontrée (Cuesta et al., 2003).
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Les inhibiteurs de télomérase rapportés dans la littérature partagent un squelette
hétérocyclique plan et des substituants aliphatiques chargés. Nous avons choisi le motif
pyrroloquinoléinique de la camptothécine afin de concevoir des molécules intercalantes et/ou
inhibitrices de télomérase. Nous allons donc étudier cette molécule d’origine naturelle qui nous a

servi de mod¢le chimique.

|. Genéralités.

La camptothécine (CPT) est un alcaloide pentacyclique isolé a partir d’un arbre chinois
Camptotheca acuminata. Elle a été identifiée pour la premiére fois en 1966 par Wall et Wani au

Research Triangle Institute (Wall et al., 1966).

A cause d’effets toxiques sévéres et imprévisibles apparus trés tot lors des études cliniques,
incluant des myé¢losuppressions, des diarrhées séveéres et des cystites hémorragiques, le
développement clinique de la camptothécine a été interrompu dans les années 70 (Kehrer et al.,
2001).

Au début des années 80, plusieurs événements importants ont conféré un intérét nouveau a
cette molécule. La cible moléculaire a été identifiée : la camptothécine agit comme inhibiteur de la
topoisomérase 1. La liaison de la camptothécine au complexe ADN-topol et ’interférence produite
pendant 1’étape de religation sont reconnues comme étant son premier mécanisme d’action. La
stabilisation du complexe de clivage conduit ensuite a des coupures d’ADN double brin et enfin a
la mort cellulaire.

En méme temps, il a été montré que les problémes rencontrés en clinique étaient dus, au
moins partiellement, a la faible hydrosolubilité de la molécule qui nécessitait alors une formulation
alcaline (sous forme de sel de sodium) pour 1’administration par voie intra-veineuse. Cette
formulation a non seulement conduit & des modifications chimiques de la structure originelle mais
¢galement a une profonde altération du comportement toxicologique du composé.

Ces deux découvertes ont exacerbé les efforts de recherche afin de développer de nouveaux

analogues synthétiques ou semi-synthétiques dont I’hydrosolubilité serait augmentée et qui auraient
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le mécanisme d’action de la camptothécine. Certains de ces agents sont aujourd’hui en
développement clinique. L’irinotécan et le topotécan sont enregistrés et utilisés dans le traitement

du cancer colorectal, pour le premier, de l'ovaire et du poumon, pour le second.

Il1. Laciblebiologique dela camptothécine : la topoisomérase .

Cycle catalytique de 'enzyme (Pourquier et Pommier, 2001):

Le cycle catalytique de la topoisomérase IB peut étre divisé en quatre phases (Pourquier et

Pommier, 1998).

4 f\@

Fixation et
reconnaissance

Cycle catalytique de l‘q Relization
latopoisomérase | i &

Coupure de I’ADN
Complexe covalent

- liaison de I’enzyme a I’ ADN : la topoisomérase I eucaryote se lie uniquement a I’ADN double

brin et nécessite une région d’au moins vingt paires de bases.
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- le passage d’un simple brin a travers la coupure : le modeéle de rotation contrdlée semble étre le
plus proche de la réalité. Il s’appuie sur la structure de la topoisomérase I humaine tronquée pour sa

partie amino-terminale et un oligonucléotide de 22 paires de bases.
- la religation de I'ADN: c’est également une réaction de transestérification dans laquelle

I’extrémité du brin coupé peut attaquer de nouveau la liaison phosphotyrosine, ce qui restaure la

continuité de I’ADN.
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I11. Mécanismed’action (Liu et al., 2000).

La premiere Iésion induite a I’ADN par la camptothécine est la formation d’un complexe
ternaire réversible. Des études biochimiques ont suggéré que la camptothécine se liait a ’interface
du complexe ADN-topol et inhibait spécifiquement I’étape de religation. Le mécanisme
moléculaire de I’inhibition apparait comme non-compétitif car la camptothécine ne se lie ni a
I’ADN seul ni a I’enzyme libre.

Si le complexe de clivage ADN-topol est stable pendant un certain temps, les ligases sont
incapables de restaurer I'intégrit¢é de I’ADN et les endonucléases peuvent dégrader ’ADN et

entrainer la cellule vers la mort programmeée (apoptose).

1) Collision entre le complexe ternaire et les fourches de réplication:

topo-l /
Le premier mécanisme par lequel CPT conduit la ’

cellule vers la mort cellulaire est une cytotoxicité
spécifique en phase S. Ce mécanisme a été

longuement étudié et le modele de collision avec

les fourches de réplication a été établi.

arrét des fourches de réplication

J/ activation de p53 et
de NF-xB

arrét en phase G2 et mort cellulaire

Le complexe réversible ADN-topol-CPT n’est pas létal par lui-méme. Mais aprés la
collision avec les fourches de réplication qui progressent, la mort cellulaire est provoquée.
Trois événements biochimiques consécutifs a la collision ont ét¢ mis en évidence in vitro:

- la formation d’une coupure double brin

- ’arrét irréversible des fourches de réplication

- la formation d’une coupure d'’ADN localisée sur le site de la collision.

Des ¢études sur les levures ont montré 1’importance de la coupure double brin pour la
cytotoxicité. La collision potentiellement létale est dépendante de ’orientation du complexe de

clivage par rapport aux fourches de réplication.
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2) Collision entre le complexe ternaire et la machine transcriptionnelle:

Un des effets cellulaires prédominants de la camptothécine est 1’arrét de la synthese
d’ARN. Cet arrét intervient lors de 1’élongation, ce qui conduit a une accumulation de complexes
d’¢longation avec I’ARN polymérase a I’extrémité 5° du brin transcrit.

L’effet inhibiteur du complexe ternaire sur 1’élongation de la transcription a été étudié in
vitro. En utilisant des ARN polymérases T7, les complexes clivés ont montré un arrét en
transcription causant une terminaison prématurée. Comme dans le cas des fourches de réplication,
I’arrét de la transcription dépend de I’orientation du complexe clivable vis-a-vis de ’ARN
polymérase: il intervient seulement si le complexe clivable est formé sur le brin d’ADN codant.

En plus de l’arrét de la transcription en ARN, le complexe clivable peut également

produire des coupures monobrin irréversibles sur le brin codant.

A partir de ces résultats, un modéle de
collision de I’ARN polymérase a été
proposé. La collision entre le complexe

ARN polymérase et le complexe ARNP J(

clivable sur le brin codant arréte la
transcription en ARN et

concomitamment fait évoluer le

complexe clivable réversible vers une

coupure irréversible.

arrét de la transcription et
coupure simple brin de "ADN
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V. Relations structur e-activité.

La plupart des analogues connus de la camptothécine partagent une structure pentacyclique
plane et en croissant avec un centre chiral sur le carbone 20. Les études de relations structure-
activité montrent une corrélation entre la capacité a inhiber la topoisomérase I et le pouvoir
cytotoxique de CPT. Plusieurs éléments de sa structure sont nécessaires pour 1’activité :

- P’activité inhibitrice sur la topoisomérase I de I’isomére S est beaucoup plus importante
que celle de I’énantiomére R

- la planéité de la partie quinoléinique permet d'établir un stacking avec le complexe ADN-
enzyme. La partie concave de la molécule fait alors face au grand sillon de I’ADN

- la fonction lactone permet d'établir des liaisons hydrogéne avec I'enzyme

- la partie indolizinique qui contient le groupement 4-céto est capable de former des

liaisons hydrogéne avec les bases de I’ADN.

1) Etude des cycles A-B (Dallavalle et al., 2000 : Dallavalle et al., 2001* ;
Dallavalle et al., 2001b):

En général, la substitution des atomes de carbone 7, 9 et 10 tend a augmenter I’inhibition
de la topoisomérase I et parfois augmente I’hydrosolubilité, alors que les substitutions en position
11 et 12 la diminuent. La tolérance stérique en position 11 est plus importante qu’en position 12.

La présence de cycles additionnels peut augmenter I’activité (par exemple, cyclisation entre
les positions 7 et 9 ou 10 et 11). Il est apparu récemment des analogues avec un cycle additionnel
entre les atomes de carbone 9 et 10 (Kim et al., 2001).

Dans les modéles d’interaction ADN-topol-CPT proposés, il existe un espace large pour
une substitution en position 7, tout en évitant une perturbation stérique conséquente. Des résultats
récents montrent I’importance d’un groupe lipophile en cette position pour I’activité cytotoxique.
Les positions 9 et 10 sont préférentiellement occupées par des groupements polaires.

Les analogues ou I’atome de carbone 11 est remplacé par un atome d’azote ont été préparés
et testés. Cet atome d’azote est salifiable ou quaternaris¢é pour donner des produits ayant
généralement une bonne hydrosolubilité. Le composé 11-azaCPT poss¢de une activité accrue dans

les essais enzymatiques (Lavergne et Bigg, 1998).
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2) Etude des cycles C-D (Crow et Crothers, 1992 : Nicholas et al., 1990 :

Subrahmanyam et al.. 1999):

La plupart des modifications structurales ont concerné les cycles A et B ou de larges
possibilités de variation existent mais ’activité de composés substitués sur le cycle C ou D peut
étre conservée. Elle dépend de la taille et du type de substituant.

La position 14 requiert des substituants avec un encombrement stérique minimum.

La position 5 peut étre substituée par des groupements polaires.

La fonction lactame est nécessaire pour l'activité. Un analogue de la camptothécine, dans

lequel le cycle D est un noyau benzénique, a été synthétisé et ne montre pas d'activité.

3) Etude du cycle E:

En se basant sur la réactivité¢ du cycle lactonique avec les nucléophiles, la camptothécine
montre une activit¢ d’agent alkylant : elle peut former une liaison covalente labile entre sa partie
lactonique et ’enzyme (Kim et Lee, 2002). Cette proposition a été remise en question récemment
avec Dactivit¢ importante démontrée par I’homocamptothécine (hCPT). Une étude plus
approfondie a permis de rationaliser I’activité de hCPT et d’accepter I’hypothése d’une interaction
covalente entre CPT et ’enzyme. La liaison hydrogéne intramoléculaire qui peut s’établir dans le
cas de CPT entre le carbonyle de la lactone et le groupement hydroxyle permet d’augmenter la
réactivité de la fonction lactonique mais diminue également I’interaction de CPT avec I’enzyme par
liaison hydrogeéne entre 1’hydroxyle et I’enzyme. Dans le cas de hCPT, I’hydroxyle est libre de
toute interaction intramoléculaire et peut interagir exclusivement avec 1’enzyme. De plus, la
réactivité de la lactone (non activée par I’hydroxyle en a) est facilitée dans le complexe ternaire.
D’autre part, la réactivité plus faible dans le cas de hCPT retarde autant la formation de la liaison
covalente entre I’enzyme et CPT que sa rupture. Enfin, le fait que ce complexe ternaire ait une
durée de vie plus longue augmente d’autant plus son pouvoir cytotoxique (Kim et Lee, 2002 ; Kohn

et Pommier, 2000).

a) Stabilité delalactone en fonction du pH (Kehrer et al., 2001):

Une des principales caractéristiques chimiques de la camptothécine est la présence d’une
a-hydroxylactone dans le cycle E. Cependant, elle confére a cet agent un haut degré d’instabilité
dans les solutions aqueuses. En effet, la camptothécine et ses analogues peuvent subir une

interconversion pH-dépendante réversible entre la forme lactone et la forme acide-alcool (forme
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ouverte). Il n’est pas aisé de s’affranchir de cette réactivité intrinséque car la lactone joue un role

crucial.

Lactone Acide-alcool

Seule la forme lactone est capable de diffuser a travers les membranes cellulaires et exerce
une activité inhibitrice sur la topoisomérase I. A pH neutre ou physiologique, I’équilibre entre ces 2
especes favorise la forme acide-alcool.

Cette réaction d’hydrolyse permet d'expliquer plusieurs observations faites dans les
premiers développements de cette molécule. La camptothécine était administrée sous forme de sel
de sodium hydrosoluble: les patients étaient donc exposés a des doses relativement fortes de
I’espéce carboxylate inactive. Une grande partie du médicament est alors éliminée dans les urines,
ou le pH acide favorise la refermeture en lactone. Le composé est alors insoluble en milieu aqueux

et précipite ce qui provoque des cystites hémorragiques.

b) Stabilité de la lactone en présence de serum albumine (Kehrer et al., 2001):

L’équilibre entre la forme lactone et la forme carboxylate n’est pas seulement dépendant du
pH mais aussi de la présence de protéines spécifiques dans la matrice, et plus particuliérement de la
sérum albumine.

Le probléme d’hydrolyse de la camptothécine et de la plupart de ses analogues est exacerbé
chez 'homme par le fait que I’albumine se lie préférentiellement & la forme acide-alcool, ce qui
déplace 1’équilibre vers cette forme inactive.

Des relations structure-activité montrent qu’une disubstitution 9,10, comme dans le cas du
topotécan, diminue ’affinité pour la sérum albumine, et qu’une disubstitution 7,10 (ou 10 est
substitu¢ par un groupement hydroxyle) empéche la liaison de la forme acide-alcool avec cette

protéine.
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¢) Modification de la fonction a-hydroxylactone (Nicholas et al., 1990 ; Bailly et al.,
1999):

Plusieurs dérivés non hydrolysables de la camptothécine ont été synthétisés, incluant le
dérivé lactame (21-lactame-20-S-CPT). Ce dérivé est moins actif que CPT. La réduction du cycle
lactone dans des conditions douces, afin d’obtenir le dérivé lactol ou le dérivé 20-déoxy, se traduit
par une perte totale de 1’activité. Cependant, il a ét¢ montré récemment que le remplacement du
groupement 20-hydroxy par un chlore ou un brome, ou par un groupe aminé, diminuait la
cytotoxicité mais n’empéchait pas la liaison de la molécule au complexe binaire.

A ce jour, la seule modulation sur ce cycle permettant de conserver 1’activité antitumorale
de la molécule, tout en offrant une meilleure stabilit¢ a pH physiologique, est 'homologation du
cycle E pour obtenir hCPT (Lavergne et al., 1998). hCPT montre une forte activité inhibitrice sur la
topoisomérase 1 en dépit de la réactivité réduite de son cycle lactonique (Lesueur-Ginot et al.,
1999; Urasaki et al., 2000). En effet, elle posséde des capacités d’inhibition de la topoisomérase I
supérieures a celle de CPT. De plus, I’homologation du cycle lactonique modifie la spécificité de

séquence de la coupure d’ADN par la topoisomérase I et renforce la stabilité du complexe covalent.

hCPT
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4) Schéma des principales relations structure-activité:

la substitution par

divers substituants un groupement

au'gmgn_tt-;‘nt alkyle augmente certains
l'activité I'activité groupements

augmentent
les substituants \ / l'activité
encombrants diminuent
I'activité; OH et OMe

l'augmentent AN

le cycle pyridone
est essentiel
O <« pourlactivité
la cyclisation en
(m)éthylénedioxy

augmente |'activité I'atome

— d'oxygéne est

O nécessaire

I'aza-substitution . ‘/\
augmente / uncyclea?
l'activité cette position ne OH O chainons stabilise
peut étre la lactone
substituée sans

diminution de

S I'énantiomére (R) la lactone
I'activité - . .

est inactif intacte est

nécessaire

5) Quelques relations générales (Lavergne et Bigg., 1998):

L’obtention d’analogues hydrosolubles a été percue comme une nécessité, non seulement
pour faciliter les formulations parentérales, mais ¢également pour tenter d’éviter les cystites
hémorragiques, attribuées a la précipitation du principe actif dans le tractus urinaire. La solubilité
est généralement conférée par des substituants aminés.

L’ajout d’un substituant hydrosolubilisant au squelette de la camptothécine provoque
fréquemment une diminution de Dlactivité; il est alors nécessaire d’utiliser des substituants
activants. Ainsi, certains dérivés hydrosolubles portent, conjointement a une fonction solubilisante,
les substituants 7-éthyle, 10,11-méthylénedioxy, 10,11-éthylénedioxy. Les substituants activants
connus de longue date sont retrouvés dans la 9-AC, la 9-NC, la 10,11-
méthylénedioxycamptothécine ou les camptothécines fluorées. Des travaux récents ont révélé de
nouvelles  substitutions  capables  d’augmenter [Dactivitt de la  camptothécine :
I’oxazolocamptothécine, les 7-silylcamptothécines montrent une activation importante aussi bien

dans les tests enzymatiques que dans les essais de prolifération cellulaire.

37

© 2003 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

These de Aurore Pottier ép. Perzyna, Lillel, 2003
Un modele d’origine naturelle : la camptothécine

V. Structure du complexeternaire.

En I’absence de cristal du complexe ADN-topoisomérasel-CPT, plusieurs modéles établis
par docking ont propos¢ une structure du complexe ternaire : tout d’abord, le modéle de Redinbo et
al., 1998 puis celui de Fan et al., également proposé en 1998 et enfin, celui de Laco et al., soumis
au début de I’année 2002.

Récemment, Staker et al., 2002, ont proposé¢ une étude par diffraction de rayons X du
complexe ternaire ADN-topoisomérase I-topotécan (TPT). Il s’agit de la premiére résolution d’une
structure cristalline avec un analogue de camptothécine. Cet article, publi¢é en novembre 2002,
remet en question beaucoup d’hypotheses de travail dans la série des camptothécines. Deux
structures cristallines ont ét¢ étudiées : une avec TPT possédant sa structure lactonique et avec TPT

dans sa forme ouverte.

1) Interaction de TPT avec ’ADN:

D’aprés la structure cristalline, TPT s’intercale sur le site de clivage de I’ADN et peut
interagir par stacking avec les bases -1 et +1. Ce systéme pentacyclique plan mime une base
d’ADN et vient s’intercaler dans la double hélice en prenant la place de la base +1 (position dans le
complexe ADN-topol). L’intercalation du composé s’accompagne d’une détorsion entre les bases -
1 et +1. L’axe du topotécan est alors parallele aux plans des bases d’ADN.

Dans le complexe ternaire, la liaison phosphodiester, établie entre I’ADN et I’enzyme, est
stabilisée par des liaisons hydrogéne entre Arg362 et Gly363. D’autres interactions entre I’ADN et
la protéine a proximité du site de clivage ont été remarquées.

La poche d’intercalation du topotécan est créée par rotation de la liaison phosphodiester. La
formation de cette poche aprés la réaction de transestérification explique pourquoi les analogues de

camptothécine n’interagissent ni avec I’ADN seul ni avec 1’enzyme libre.
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Les figures A e B
représentent le complexe ADN-
topol non-lié et lié a TPT.
L’enzyme est représentée en vert
et I’ADN en jaune. Le diagramme
moléculaire C représente les
interactions entre I’ADN et la
topoisomérase | quand TPT n’est
pas lié. Le diagramme D montre
les interactions entre I’ADN et
I’enzyme, d'une part, et entre
I’ADN et TPT dans le complexe
ternaire, d'autre part. Les résidus
de I'enzyme, dont une mutation
conduit & une résistance aux CPT,

sont surlignés en jaune. Enfin, le

schéma E représente le duplex
d'ADN en absence de TPT (en E
jaune) et en présence de TPT (en
bleu) (Saker et al., 2002).

2) Interaction de TPT avec I’enzyme:

L’étude par diffraction de rayons X n’a mis en évidence qu’une seule liaison hydrogéne
entre TPT et la protéine : Asp533 interagit par liaison hydrogéne avec I’hydroxyle en position 20
dans le cas de la forme lactone et de la forme ouverte. Dans la forme ouverte, deux liaisons

hydrogene sont formées avec Asn722 et Tyr723 par I’intermédiaire de molécules d’eau.
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Lys532
.
TPT dans sa forme lactonique est représentée ., v Asps33
en bleu alors que la forme ouverte est 7,\/\(
représentée en jaune. Les liaisons hydrogéne Arg364
proposées sont représentées en cyan. Les
Topotecan

résidus de I’ enzyme, dont une mutation conduit Ese
Lactone form

a une résistance aux CPT, sont surlignés en

jaune. Les atomes d oxygéne des molécules

N o A -
d’eau impliquées dans les liaisons hydrogéne B yried f
sont représentés en cyan (Staker et al., 2002). E.ﬁﬁ ~a Lys532
LT
21 B
Asni22 22 5 W agh Asp533

: Arg364
r:“'., Topotecan
Y=
—g
ank

3) Comparaison avec les relations structure-activité établies:

Le modele montre que les positions 7, 9 et 10 font face au grand sillon de ’ADN et que des
modifications qui améliorent la solubilité ou 1’activité n’interférent pas de manicre stérique avec
I’ ADN.

L’¢étude de la structure cristalline révele que I’hydroxyle en position 20 de 1’énantiomere R,
réputé inactif n’est, dans ce cas, plus capable d’établir la liaison hydrogéne avec Asp533 et que
d’autre part, le groupement éthyle crée une incompatibilité stérique avec Asp533 et Lys532.

Le remplacement de I’hydroxyle en position 20 par un chlore ou un brome conserve en
partie I’activité car cette modulation permet I’ouverture du cycle E et ainsi la formation des liaisons
hydrogene médiées par 1’eau.

L’inactivité in vitro du composé comportant une fonction lactame dans le cycle E est
expliquée par le fait que 1’ouverture du cycle E est essentielle pour D’activité et que le
remplacement de 1’oxygéne 22 par un groupement NH inhibe cette réactivité.

L’étude du complexe ternaire formé avec hCPT révéle que la poche d’intercalation du

composé est suffisamment grande pour permettre 1’insertion de ce composé et que la liaison
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hydrogéne entre I’hydroxyle et Asp533 est maintenue. D’autre part, bien que I’hydrolyse du cycle
lactonique soit plus lente pour hCPT, on observe a 1’équilibre un ratio plus important en faveur de

la forme carboxylate que dans le cas des CPT.

V1. Queques dérivés de la camptothécine et études cliniques (Uluka et
Swaan, 2002 : Kim et Lee, 2002 : Kehrer et al., 2001: Lavergne et Biqq,

1998) .

Certaines ¢tudes ont montré que le niveau d’expression de la topoisomérase I et son activité
catalytique étaient plus marqués dans les cancers colorectaux, de la prostate et dans les
neuroblastomes immatures que dans les tissus sains correspondants (Kim et Lee, 2002). Ceci
conduit a une chimiothérapie rationnelle pour ces types de tumeurs par des composés a action
dirigée sur la topoisomérase I (Adams et al., 2000).

La plupart des nouveaux analogues de la camptothécine ont été développés pour optimiser
I’interaction avec I’ADN ou avec la topoisomérase I ou avec les deux afin d’obtenir des composés
plus stables et qui produisent des dommages persistants a I’ADN.

Plusieurs stratégies sont utilisées pour moduler la biodisponibilité de cette classe d’agents,
essenticllement pour augmenter ’activité antitumorale et/ou pour réduire les effets secondaires.
Trois principales approches sont abordées :

- modulation pharmaceutique du vecteur de formulation, altération structurale et recherche
de prodrugs plus hydrosolubles

- modulation des voies d’administration et des durées de perfusion

- biomodulation pharmacodynamique et pharmacocinétique.

1) La camptothécine:

Une étude clinique de phase I a été menée récemment sur la camptothécine (dans sa forme
fermée). L’administration de la camptothécine se fait soit seule, soit en association avec 1’étoposide
de maniére intramusculaire ou per os. L’étude a alors montré une régression des tumeurs solides du

sein, du colon et de I’estomac (Platzer et al., 2000).
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2) L’irinotécan (Kuminoto et al., 1987: Santos et al, 2000):

L’irinotécan (CPT-11) est un dérivé hémi-synthétique de la camptothécine soluble dans
I’eau. A la différence de la plupart des autres analogues de CPT, CPT-11 est une prodrug avec une
trés faible activité antitumorale. Pour former le métabolite actif SN-38 qui est 100 & 1000 fois plus
actif, CPT-11 doit étre hydrolysé par une carboxylestérase. SN-38 peut a son tour étre métabolisé
par ’'UDP-glucuronyltransférase pour former un dérivé b-glucuronidé inactif.

CPT-11 est commercialisé sous le nom de Campto®. Il est utilis¢ dans le traitement de
deuxiéme intention du cancer colorectal réfractaire au 5-fluorouracile (Rougier et Bugat, 1996). 11
est désormais utilisé en premicre intention pour le traitement de carcinomes colorectaux avancés.
L'irinotécan est également en étude clinique pour le traitement du cancer de la prostate (Reese et

al., 1998).
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CPT-11 a montré une forte activité antitumorale pour un large spectre de tumeurs solides
humaines xénogreffées sur des souris, incluant des tumeurs de I'enfant. CPT-11 est également actif
dans le traitement des cancers du cdlon et du poumon.

Sa toxicité dose-limitante est la myélosuppression et des diarrhées sévéres qui surviennent
quel que soit le mode d'administration. La diarrhée provoquée par I’irinotécan est principalement
due a son action cholinergique. Il semble que le groupement 10-(pipéridino-(1-pipéridino)) soit a
’origine de I’inhibition de I’acétylcholinestérase. Cet effet secondaire est d’autant plus défavorable

qu’il est résistant aux traitements conventionnels des troubles gastro-intestinaux.

action des
carboxylestérases
in vivo

P
C

. SN-38
Irinotécan

3) Le topotécan (Slichenmeyer et Von Hoff, 1990):

Le topotécan (TPT) est un dérivé hydrosoluble de la camptothécine. Il est commercialisé
sous le nom d'HycamtinO. Il est utilisé dans le traitement du cancer de l'ovaire. Sa toxicité dose-
limitante est la myélosuppression qui commence par une neutropénie. Dans le cas d'exposition
continue, la thrombocytopénie est trés prononcée. Le topotécan en association avec le paclitaxel,
I’¢étoposide, le cisplatine, ou la cytarabine est actuellement en développement clinique (Uluka et

Swaan, 2002).

4) La 9-aminocamptothécine (9-AC) (Supko et Malspeis, 1993):

9-AC (encore appelée IDEC-132) est un dérivé semi-synthétique de la camptothécine qui a
montré une activité préclinique remarquable pour un large spectre de tumeurs, incluant les tumeurs
du sein, du célon, du poumon, de la prostate et les mélanomes.

La toxicité dose-limitante est la neutropénie. De nombreuses études de phase II ont eu lieu
et il semble que 9-AC ne présente qu’une faible activité lorsqu'elle est administrée seule. Il a été
suggéré que le manque d’activité clinique pouvait étre dii & un mauvais ratio lactone/acide-alcool

chez les patients.
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5) Silatécans:

Une nouvelle série de camptothécines, les 7-silylcamptothécines ou silatécans, a été
synthétisée et a montré une inhibition puissante de la topoisomérase I, une stabilité sanguine
considérablement accrue et une lipophilie suffisante pour franchir la barriére hématoencéphalique.
Des premicres études sur des souris montrent que les silatécans peuvent étre prometteurs dans le
traitement des gliomes (Bom et al., 2000).

BNP1350 ou (7-[(2-triméthylsilyl)éthyl]-20S-camptothécine, aussi nommé karénitécine,
(Van Hattum et al., 2000) montre une bonne hydrosolubilité et une toxicité diminuée sans affecter
I’activité antitumorale. Il montre une forte biodisponibilité orale. Son profil d’efficacité sur des
tumeurs humaines expérimentales est large. Ce composé est actuellement en étude clinique (phase

II). Sa toxicité dose-limitante est la neutropénie et la thrombocytopénie.

6) CPT hexacycliques (Sugimori et al., 1994):

Deux analogues hexacycliques de camptothécine sont en cours de test.

Le premier, le lurtotécan (ou GI147211 ou GG211) est un dérivé hydrosoluble, obtenu par
synthése totale. Cet agent a été étudié en phase clinique I et II. La toxicité dose-limitante est la
myélosuppression (Emerson et al., 1995). Le lurtotécan a montré une activité faible a modérée dans
les essais cliniques. A cause de sa faible biodisponibilit¢ orale (<10%), des méthodes
d’administration alternatives sont envisagées avec une formulation liposomale.

Le deuxié¢me, le DX-8951f ou mésylate d'exatécan, est un nouvel analogue hydrosoluble.
DX-8951f montre une activité antitumorale supérieure et ¢largie par rapport aux autres analogues
testés de la camptothécine. Sa cytotoxicité s'exerce également sur des lignées tumorales résistantes
au SN-38. La neutropénie est la toxicité la plus fréquente. Il est actuellement en essais de phase 11
dans un grand nombre de maladies telles que le cancer pulmonaire non a petites cellules, le cancer

pancréatique, le cancer de I’ovaire et les cancers colorectaux.
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7) Les homocamptothécines :

BN 80915 est I’un des analogues les plus prometteurs; il est récemment entré en phase I

clinique par voie orale et par voie parentérale sous le nom de diflomotécan (Larsen et al., 2001).

Rl Rz R3 R4
hCPT H H H H
BN80915 H H F F

H,C
BN80927 \@NT H CH; cl

BN 80927 est un nouveau dérivé de hCPT qui inhibe la topoisomérase I et la

topoisomérase II. Cette double activit¢ déja observée pour le DACA ou [’intoplicine est
completement inattendue pour un dérivé de la camptothécine (Lavergne et al., 1999). Son efficacité
a ¢été démontrée sur des tumeurs humaines xénogreffées. Certaines tumeurs résistantes aux
analogues de CPT n’ont pas montré de résistance croisée, ce qui peut étre expliqué par la dualité de
son mécanisme d’action. Ces premiers tests cliniques se sont révélés trés encourageants pour le

développement de ce composé.

DACA Intoplicine
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8) Prodrug:

Un des agents les plus étudiés de cette classe est la 9-nitrocamptothécine (9-NC) ou
rubitécan qui agit comme une prodrug partielle de la 9-AC mais est fortement insoluble
dans 1’eau. Toutes les cellules humaines sont capables de convertir 9-NC en 9-AC. Des
premiers essais cliniques de phase II, par voie orale, ont montré un potentiel intéressant
pour 9-NC sur les tumeurs pancréatiques et il est récemment entré en phase III pour cette
indication (Kim et Lee, 2002). Il est également testé en clinique sur le cancer de l'ovaire,
du sein, du poumon, le cancer colorectal et sur les mélanomes. Une formulation liposomale

est a I’étude. Sa toxicité limitante est la myélosuppression (Pantazi et al., 1993).

Les CPT estérifiées sur I’hydroxyle en position 20 sont des composés inactifs qui doivent
étre convertis en leur métabolite actif CPT. Divers esters tels que acétate, propionate, butyrate ont
été synthétisés mais ils sont moins actifs que CPT (Han et al., 1999). Les esters de CPT
s'hydrolysent lentement. Ceci permet de les administrer a plus forte dose et moins souvent. La
cinétique limitante de I'hydrolyse permet de prévenir 1’accumulation de la forme acide-alcool et

libére CPT de maniere lente.

D’autres essais tels que la liaison a un polymeére ont été réalisés. Ces prodrugs de haut
poids moléculaire peuvent conduire a une réduction de la toxicité systémique et augmenter le temps
de rétention avec une amélioration de 1’efficacité thérapeutique potentielle. Deux molécules MAG-
CPT et PEG-CPT ont été testées en clinique (phase I) (Zhao et al., 2000; Kehrer et al., 2001).

MAG-CPT est formée par une liaison covalente entre CPT et un polymeére soluble [N-(2-
hydroxypropyl)méthacrylamide (HMPA)] avec un bras espaceur glycyl-aminohexanoyl-glycyle.

La seconde est formée d’une macromolécule dérivée de la conjugaison de
polyéthyléneglycol, modifié chimiquement, avec la camptothécine. Un bon nombre d’études
précliniques ont montré une stabilisation de MAG-CPT et PEG-CPT. Le relargage de CPT est lent
et constant, ce qui prolonge la rétention du médicament dans les tumeurs expérimentales.
Récemment, les premiers résultats de phase I ont montré des temps d’existence prolongée du

principe actif en comparaison avec |’administration des substances libres.

Les syntheses totales des dérivés décrits dans ce chapitre ont rarement moins de 10 étapes,
ce qui pose le probléme de leur compétitivité économique face aux composés obtenus par
hémisynthése. En revanche, elles ont I’avantage de permettre [’accés a des dérivés présentant une
grande diversité structurale. Les travaux récents concernent surtout de nouveaux substituants

destinés a améliorer I’hydrosolubilité et/ou ’activité, mais d’autres concepts sont apparus, tendant
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a rendre irréversible la stabilisation du complexe clivé, ou a améliorer la durée de vie plasmatique

du principe actif sous sa forme lactonique.

Conclusion :

Les camptothécines sont les composés anticancéreux les plus prometteurs qui ont été
développés ces dernieres années. TPT et CPT-11 sont maintenant enregistrés pour le traitement des
cancers de 1’ovaire et du colon, respectivement. Le mécanisme d’action ayant pour unique cible la
topoisomérase | et leur efficacité sur un large spectre de tumeurs sont des atouts pour leur
développement clinique. Avec la connaissance grandissante de la pharmacocinétique et la
pharmacodynamie de ces analogues, de la faible hydrosolubilité et I’interconversion pH-
dépendante de la forme lactone ainsi que des relations structure-activité, de nombreuses molécules
avec une activité antitumorale accrue et une toxicité réduite devraient voir le jour. L’optimisation
des dosages, des voies d’administration et des combinaisons thérapeutiques conduiront a de

nombreuses études dans les différents types tumoraux.
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A. L echoix du squelette.

La plupart des études de drug design dans la série des camptothécines se sont orientées vers
la conception et la synthése d’inhibiteurs plus puissants de la topoisomérase I. Nous avons eu une
approche différente qui a consisté a supprimer le cycle lactonique, qui interagit essentiellement si
ce n’est exclusivement avec 1’enzyme, quitte a perdre 1’activité anti-topoisomérase I, et a8 moduler
le squelette de CPT afin d’améliorer I’interaction avec I’ADN.

Pour ce faire, nous avons conservé le motif pyrrolo[3,4-b]quinoléinique quasi plan et nous

avons modifié la partie droite de la molécule par 1’ajout de divers hétérocycles afin de déterminer la

N
EE— _
N Hétérocycle

structure la plus affine pour I’ADN.

Camptothécine

Dans un premier temps, nous avons choisi de travailler sur des indolizino[ 1,2-b]quinoléines,
tétracycle constitutif de la camptothécine. Puis nous avons adjoint a cette structure hétérocyclique
un cycle supplémentaire pour créer des quino[2’,3’:3,4]pyrrolo[1,2-b][2,7]naphthyridines. Ces

deux types de structure possédent une forme générale en croissant comme CPT.

N —
N/ N \
\ / 4 NH

indolizino[1,2-b]quinoléine quino[2',3":3,4]pyrrolo[1,2-b][2,7]naphthyridine

Les molécules intercalantes de I’ADN ayant généralement une structure polycyclique
linéaire, nous avons envisagé la synthése de benzo[5,6]pyrrolizino[1,2-b]quinoléines. La

juxtaposition de deux cycles a 5 chainons permet de rendre la structure plus linéaire.

X

N
7
N \

benzo[5,6]pyrrolizino[1,2-b]quinoléine
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L’ensemble de ces structures condensées peut étre schématisé de la fagon suivante : un
systéme bicyclique plan et aromatique (la quinoléine) qui peut interagir par stacking avec une base
de I’ADN, un connecteur a 5 sommets (le cycle pyrrolidine) et enfin un autre hétérocycle qui peut

interagir avec la base complémentaire.

e C—

G C —

Quinoléine-Connecteur-Hétérogycle
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B. Conception desindolizinol1,2-b]guinol éines.

Le tétracycle indolizino[1,2-b]quinoléinique est quasi plan et aromatique, caractéristiques
nécessaires pour s’intercaler entre les bases de I’ADN. D’autre part, cet hétérocycle est peu
fréquent : il est présent dans la série des camptohécines et dans les analogues de mappicine,
molécule d’origine naturelle issue de Mapia foetida Miers, connue pour ses propriétés anti-virales
sur HSV-1 et HSV-2, virus de I’herpés et sur les souches humaines de cytomégalovirus (Comins et

Saha, 1996 ; Govindachari et al., 1974).

Mappicine

Ce squelette permet également de conserver le cycle pyridone mis en jeu dans I’interaction

entre CPT et ’ADN ainsi que la quinoléine qui interagit par stacking avec les bases de I’ADN.
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1. L’insertion d’une chaine latérale sur le cycle A.

Cette structure polycyclique aromatique est peu soluble dans les milieux aqueux. Nous

avons donc décidé d’introduire une chalne portant un atome d’azote salifiable.

O T
A

2
Cet atome d’azote, capable de se protoner, peut également permettre une interaction par

\

liaison ionique avec les phosphates de I’ADN.
Cette chaine est introduite en position 2, choisie dans le cas de I’irinotécan, ou en position

3, position généralement moins favorable mais ou la tolérance stérique n’est pas limitée.

position choisie
dans le cas de I'lrinotécan

S ( N /\ A o
= . _\—o— N
. . / \/ N \ / R1
Irinotécan OH O
R2

Elle est introduite par une liaison étheroxyde qui présente 1’avantage d’étre peu fragile d’un

point de vue chimique et qui n’est pas dégradée par les principaux systémes enzymatiques.

La pipéridine a également été choisie en fonction de travaux antérieurs du
laboratoire (Malecki, 2001) qui avaient montré les bons résultats obtenus avec cette amine
et par le fait que ’amine choisie dans le cas de I’irinotécan est une bis-pipéridine.

Enfin, nous avons conservé un squelette dénu¢ de chaine afin de vérifier qu’elle n’est pas

défavorable a I’activité.
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I1. Le choix des fonctions portées sur le cycle pyridone.

1. Fonction portée en position 8.

Afin d’améliorer 'interaction avec I’ADN et éventuellement de restituer une partie de
I’activité inhibitrice sur la topoisomérase I, nous avons envisagé l’introduction de diverses
fonctions sur le cycle pyridone. Le groupement méthyle porté en position 7 sera évoqué par la
suite.

Nous avons tout d’abord choisi une fonction amine primaire qui permet d’interagir par
liaison hydrogéne avec les bases de I’ADN ou par liaison électrostatique avec les phosphates de
I’ADN. Cette fonction permet également de faire des études de cross-link (le principe de cette
méthode est expliqué dans la partie Résultats Pharmacologiques) avec le formaldéhyde afin de

mettre en évidence la nature de I’interaction de ces composés avec I’ADN.
N AN o
C _\_O N
p7
N \ /) —CH,NH,

CH,

Puis nous avons introduit une fonction amide capable d’interagir par liaison hydrogeéne

avec les bases de I’ADN.
N AN 0]
< >_\_O N
—
N \ ,/—CONH,

CH,

Nous avons également synthétisé des molécules possédant une fonction acide
carboxylique, groupement donneur et accepteur de liaison hydrogéne et qui peut également

interagir de manicre électrostatique avec les bases de I’ADN.

N o
Ot
N" "\ ,—CooH

CH
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2. Fonction portée en position 7.

Le groupement méthyle porté en position 7 rend possible I’insertion d’une fonction ester
qui pourra permettre une cyclisation sur la position 8 ou étre réduite en alcool. L’insertion de cette

fonction alcool devrait permettre de mimer 1’hydroxyle porté en position 20 par la camptothécine.

(o]
AN N /
N CN
7 \y
CH,COOEt
CH,CH,OH
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C. Conception des guinopyr rolonaphthyridines.

La cyclisation entre les positions 7 et 8 étudiées précédemment permet d’obtenir un
squelette pentacyclique de type quino[2’,3’:3,4]pyrro[1,2-b][2,7]naphthyridine. Cet hétérocycle
forme un croissant comme CPT. Nous avons imaginé 1’ajout d’un cycle supplémentaire possédant

une fonction lactame d’une part, et d’autre part, une fonction amine cyclique.

Ul O

L’hétérocycle comportant une fonction lactame posséde un 5™

cycle condensé assez
proche de celui de CPT, méme si le remplacement de la fonction a-hydrocylactone de la
camptothécine par une fonction a-hydrocylactame entraine une perte d’activité anti-topoisomérase
I. Nous avons montré dans la partie introductive que de faibles modifications de la structure a-
hydrocylactone entrainait une perte d’activité sur ’enzyme. Cependant, la fonctionnalité lactame
reste assez proche de celle d’une lactone. Ce cycle permet également de former des liaisons
hydrogene avec I’ADN.

Nous avons également envisagé une cyclisation a 6 chainons avec une fonction amine
secondaire. Ce composé est un analogue contraint du composé possédant une fonction amine

primaire et un groupement méthyle (page 53). Le fonction amine devrait permettre une interaction

ionique ou par liaison hydrogéne avec I’ADN.
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D. Conception des benzo[5.6]pyrrolizinof1,2-blquinolénes.

Nous avons ensuite imaginé la synthése de composés, ligands potentiels de 1’ADN,
possédant un squelette original. Nous avons choisi de travailler sur des
benzopyrrolizinoquinoléines. Cet hétérocycle est quasi plan et aromatique, caractéristiques
nécessaires pour s’intercaler entre les bases de I’ADN. D’autre part, ce squelette pentacyclique n’a
jamais été décrit, ce qui laisse supposer une chimie novatrice. Enfin, si les tests biologiques
montrent une bonne affinité de ce squelette pour I’ADN, nous pouvons espérer, grace a diverses

pharmacomodulations, synthétiser un bon ligand de I’ADN.

Ce squelette possede un coeur quinoléinique condensé avec une pyrrolidine dont 1’atome

d’azote est placé dans la méme position que pour la camptothécine.

/ OH O

CPT

La différence entre les deux séries de composés synthétisés est le remplacement du noyau
indolizinique par un noyau indolique. Ce squelette est plus linéaire que le précédent, qui est en

croissant, ce qui laisse supposer une meilleure intercalation entre les bases d’ADN.
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I. Le choix de la chaine latérale portée par la quinoléine.

Pour les mémes raisons que celles invoquées dans la série précédente, nous avons inséré

une chaine hydrosolubilisante sur le cycle quinoléinique en position 2.

O Ry

Nous avons également travaillé sur des analogues possédant une fonction phénol sur le
cycle quinoléinique. Nous rappelons que cette fonction a été choisie dans le cas de I’irinotécan

(métabolisé en SN-38) et du topotécan afin d’améliorer ’activité.

Topotécan
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I1. Choix des substituants en position 13.

Afin de renforcer I’activité des molécules synthétisées, nous avons envisagé 1’introduction
d’un groupement méthyle ou éthyle sur le cycle quinoléinique. Le groupement méthyle présente un
encombrement stérique minimum alors que le groupement éthyle est le substituant activant de

I’irinotécan.

RO
X R=Hou
_ N (CH,),-pipéridine
N \

/ OH O

Irinotécan

Enfin, nous avons imaginé I’insertion d’un groupement diméthylamino. Ce groupement est
le groupement hydrosolubilisant utilisé dans le cas du topotécan. Il devrait conférer a nos composés
une hydrosolubilité accrue. Afin de pouvoir étudier les relations structure-activité avec les
composés proposés précédemment, nous avons choisi d’introduire ce groupement en position 12
plutdt qu’en position 1. Ce groupement pourra également interagir par liaison hydrogéne ou

ionique avec ’ADN.

R=Hou

RO
O Y (CH,),-pipéridine
~
e~

/ OH O

Topotécan
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I11. Choix des fonctions introduites en position 7.

Diverses fonctions seront introduites en position 7. Nous avons tout d’abord choisi un
groupement éther méthylique, groupement présent dans de nombreuses substances anti-tumorales.
En effet, des groupements 0-diméthoxy sont retrouvés fréquemment, notamment dans le cas des

protoberbérines (par exemple la coralyne, inhibiteur de topoisomérase I).

OMe
OMe
< N R

MeO N O _\—O L

X
= NN = — N
MeO N \

OMe

CH,

Coralyne
Nous avons ensuite imaginé l’insertion d’un groupement hydroxyle,

groupement donneur et accepteur de liaison hydrogene.

N R,
<:_\_O 4
N
~
(L, .
OH

Puis nous avons introduit sur la molécule un deuxiéme groupement
pipéridinoéthyloxy, groupement salifiable pour augmenter 1’hydrosolubilité de ces composés. Une
interaction ionique avec I’ADN est alors possible. En effet, on peut imaginer cette structure comme
un noyau plan venant se loger dans la double hélice et les deux bras aminés pourront se refermer
sur I’hélice, interagir avec les groupements phosphate et ainsi stabiliser la molécule dans 1’ADN.
On peut aussi supposer que les deux chaines pipéridiniques conférent a cette structure un caractére

inhibiteur de télomérase.
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IV. Choix des fonctions en position 9.

Nous avons tout d’abord envisagé ’insertion d’une fonction alcool primaire qui pourra
interagir avec I’ADN par liaison hydrogéne. D’autre part, cette fonction alcool pourra mimer

I’hydroxyle porté sur le carbone 20 de la camptothécine.

N R1
<:\/ Lo <
|O N
~
N \ O o-CHs

Enfin, nous avons introduit sur la molécule un deuxiéme groupement pipéridinoéthyloxy,
groupement salifiable qui augmentera 1’hydrosolubilité de ces composés et qui pourra positionner
la molécule de manicre différente par rapport aux plateaux de bases. Une interaction ionique avec
I’ ADN sera possible. On peut aussi imaginer que les deux chaines amine conférent a cette structure

un caractére inhibiteur de télomérase.
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|. Stratégie de synthese.

1. Analyse rétrosynthétique:

Nous avons choisi de synthétiser des molécules comportant un squelette indolizino[1,2-

b]quinoléinique. Pour cela, nous avons mené une analyse rétrosynthétique :

0]
0]
N CHO R,
S — + N
N \ /R @ N |
1 NH, R
o 2
R
2
Nous avons envisagé une double déconnexion au niveau de 1’hétérocyle de la quinoléine.

La voie d’acces choisie pour former le cceur quinoléinique est la réaction de Friedldnder. L'o-

aminobenzaldéhyde et I’indolizine formeront ainsi les tétracycles désirés.

2. Mécanisme de la réaction de Friedlander:

N/ \

Cette réaction peut €tre catalysée par les acides ou les bases selon le cas. Des essais en
catalyse basique ne nous ont pas permis d'obtenir les tétracycles désirés. Nous avons donc choisi la

catalyse acide.
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3. Premiére voie de synthése envisagée:

Il paraissait judicieux d’établir un schéma de synthése comportant un grand nombre
d’étapes communes. Nous avions donc prévu d’effectuer la réaction de Friedlédnder utilisant un
synthon commun (I’indolizine 5) pour envisager ensuite la modification chimique des groupements

fonctionnels présents sur les tétracycles.
3
G
CH=N
CN N o
+ _ N
NH i

2 CH, N \ ,/—CN

26 5 54

N 0 réduction du nitrile en amine
N /
—

N~ \ ,/—CN

CH

—  hydrolyse du nitrile en acide carboxylique

3

oxydation du méthyle en aldéhyde

oxydation du méthyle en alcool

Cependant, les tentatives de modulation effectuées n’ont pas été fructueuses. Le tétracycle
obtenu apres la réaction de Friedlénder est trés peu soluble dans la plupart des solvants organiques.
Ceci a pour conséquence de limiter les types de réaction envisageables. Par exemple, nous voulions
réaliser une bromation radicalaire sur le méthyle porté par la pyridone mais I’insolubilit¢ du
tétracycle dans le tétrachlorure de carbone ou dans le dichlorobenzéne nous a conduit a abandonner

cette voie.
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Par ailleurs, la réduction du nitrile en amine, réalisée dans des conditions acylantes
(mélange acide acétique/anhydride acétique), n’a pas abouti : nous avons récupéré la totalité du
nitrile mis en jeu, malgré la solubilité du produit dans ce mélange et les conditions dures utilisées
(100 °C, 48 heures, 60 bars d’hydrogéne, nickel de Raney).

Nous avons donc décidé d’augmenter la solubilité du tétracycle en introduisant une chaine
comportant un atome d’azote salifiable sur le cycle quinoléinique afin de pouvoir réaliser d’autres

essails dans des solvants usuels.

4. Deuxiéme voie de synthése envisagée:

Pour introduire cette chaine, nous avons étudié la synthése d’0-aminobenzaldéhydes

substitués en position 4 ou 5 par une fonction étheroxyde avant de réaliser la réaction de

Friedlander.
0
CHO CN X o
ROEI + _— RO AN
NH, CH, N \ ,/—CN
o}
CH,
35,36 5 55,56

Malgré I’ajout de cette chaine et une solubilité accrue dans 1’eau et dans les alcools, les
tentatives de modulation n’ont pas abouti.
Il nous a alors paru préférable d’envisager les modulations avant la réaction de Friedlénder.

Ceci a eu pour conséquence de mettre en jeu tres rapidement des syntheses divergentes.

5. Troisiéme voie de synthése envisagée:

Nous nous sommes intéressés a la synthése des diverses cétones énolisables
fonctionnalisées, puis nous avons préparé les 0-aminobenzaldéhydes correctement substitués afin

de réaliser les réactions de Friedlander.
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a. Synthese desindolizinones.

CH,
HC(OCH,CHy), oN
O.__OEt
I cH,oro Ona® o _ CHCHOH | =
—_—
CH,COCH, o NH,CI K co etooc” N7 Yo
(6] OEt H,S0, EtO 4 3 H
1 2
o) . o)
H
= = 5 SO CH,
COOMe  MeOOC | __AOH ;, = |
N HCl N
K,CO, CN COOH
. o) Og

o

HOCH,CH,OH \

o _~_CH, CIS|(CH3)3
Ni Raney,
N Hy, NH, NaH, CO(OEt), ﬁo
CH,NH, - EtOH o CH,COOEt
o —_— = |
14 CN N oN
Ni Raney, o 10 o)
H,, AcOH, Ac,0
NaOH i
Ni Raney,
l H,, NH,
ﬁo ﬁo
o = O BH;Me,S O =
N —_—
CH,NHCOCH, N CONH, P N A nn
o
9 o © 13
TFA J TFA TFA TFA
o lo) 2
= CH, _ o =z |
o . N NH
CH,NHCOCH, CONH,
(0]
0 4 0 22
65

© 2003 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

These de Aurore Pottier ép. Perzyna, Lillel, 2003
Stratégie de synthese

b. Synthese de |’ o-aminobenzaldéhyde 26.

CH
C=N :

NO,

3

, CH,CH,OH CH

3

NH,

D E— e ]

reflux, 5 min

—_—_—
reflux, 10 min

L
NO,

25

Na,S, CH,CH,OH/H,0

26

c. Synthése du 2-amino-4-[2-(1-pipéridino)éthoxy]benzaldéhyde 35.

CH CH
Q 3 anhydride acétique i Q 3 NBS/CCI, o QCHBQ
H,S0
HO NO, o0, HsC o) NO, peroxyde de benzoyle HSC)]\O NO,
28 30
CHO
/@ CHO
1) NaHCO,/H,0/EtOH cHo C'\/\Ni > 0 NO,  Fe/HCI /@
 —— o) NH,
2)HCIH,0  HO NO, K,CO; /DMF H H
N ACOH/EtOH//H,O
31 O 33 (Nj
35
d. Synthése du 2-amino-5-[2-(1-pipéridino)éthoxy]benzaldéhyde 36.
HO cHo SNy ) O Fe / HCI, O
\©: N ACOH/ EtOH/ H,0 (2/2/1) N
NO, K,CO, /DMF \ reflux, 15 min \
80°C,3h 5 cHo 5 cHO
: NO, NH,
34 36
e. Réaction de Friedlander.
0
R1 CH=R, R
N 4 AcOH
+ —_—
R NH, A R
2 5
o)
R, = N-F-CH,
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|I. DISCUSSION.

1. Synthése des indolizinones.

a. Synthesedel’indolizinone 5.

CH, CH,
0. OFt o HC(OCH,CH,),
I CH,CH,0 Na®o o) CH,CH,OH o | ©
—_— \ —_—
0~ "OEt H.50, EtO 4 EtO
1 2
LCN CH3 ] o
CH
HN" Y0 SN ) = ’
2 COOMe  MeOOC !
K,CO, Etooc” N7 S0 K,CO, CN
H o}
L — 4
0
H
AcOH = | CH,§
_—
HCI N N
5

» Réaction de Claisen:

L'acétopyruvate d'éthyle 1 est préparé par une réaction de Claisen. Nous avons été amenés
a envisager sa synthése au laboratoire bien que ce produit soit commercial. En effet, I'instabilité de
cette molécule rend son stockage difficile et le produit commercial présentait une pureté telle qu'il
fallait le distiller. Nous avons donc décidé de le préparer en petite quantité utilisée rapidement. De
plus, cette synthése est rapide, peu onéreuse en comparaison du coit du produit commercial et
I’acétopyruvate d’éthyle est obtenu avec un rendement de 83%.

L'acétone réagit avec 1'éthanolate de sodium pour former le carbanion. Le nucléophile

formé vient ensuite attaquer le carbonyle de 1'oxalate d'éthyle.

CH3CHZO®Na®
CH,COCH,
o] @) H,SO, O\ /O
EtO OEt 1h,20°C  EtO CH,COCH,
83%
1
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Le mécanisme de la réaction est le suivant:

0 0
CH,CH,O
+ CH,CH,OH
H3C)J\?H2 = - J\CH@N ®
H
o J\ ®Na® o o

H3c:Hzcooc:JC;OCHZCH3 H30H2COOCMCH3

O Q - CH,CH,O Na
3 2
H,CH,COOC CH, Na@ H,CH,COOC S CH, Na
H@

3

OH ©O U
HSCH2COOCJ\/U\CH3 H,CH,COOC CH

L'hydrogéne du composé b-dicarbonylé trés labile va étre arraché par 1'éthanolate de

sodium et conduire a un énol qui se tautomérise en milieu acide.
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» Protection sous forme d’éther d’énol (Claisen, 1907):

Cette réaction est permise grace au caractére labile des atomes d’hydrogéne situés en a des
fonctions carbonyle. Elle s’effectue sous atmosphére d’azote, en milieu acide, avec le chlorure
d’ammonium comme catalyseur. L'éther d'énol 2 est obtenu avec un rendement de 84%. Nous
avons envisagé de réduire le temps de réaction par un chauffage modéré a 50 °C. La réaction durait
alors 4 jours mais le rendement n’était que de 60% et la pureté de I’éther d’énol médiocre. 1l fallait
alors distiller le composé 2 avant d’envisager la réaction suivante, ce qui n’est pas nécessaire

lorsqu’on travaille a température ambiante.

H:G HC(OCH,CH,), H.G
o EtOH O
NH,CI
_— >
o 20°C, 7] \ OEt
84%
OEt OEt
1 2
La formation de 1'é¢ther d'énol rend le site électrophile du carbonyle en a de la fonction
ester moins réactif que le carbonyle en gvis-a-vis des réactions de substitution nucléophile.

Le mécanisme de la réaction est le suivant :

H,C H,C H,C H,C,
o e} H o o
EtO—C—OEt
H @ E @ H O/Et
0 A = OEt o
EtOOC EtOOC H EtOOC OH OEt EtOOC (,
H,C
(6]
OEt
EtOOC
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> Cyclisation en indolizine (Henecka, 1949 : Wall et Wani, 1991):

CH, /ECN CH, 0
, K,CO;, acétone CN — ,K,CO,, DMF = CH,
ﬁ o N O | ~ COOMe MeOOC |
EtOOC N
OEt reflux, 18 h etooc” N7 Yo 45°C,40h CN
90% H 54% o
2 3 4

La cyclisation en pyridone se fait en deux temps. Tout d'abord un hydrogéne labile du 2-
cyanoacétamide est arraché par le carbonate de potassium, puis le nucléophile formé vient attaquer

le groupement carbonyle de I'éther d'énol 2.

CH

3
H.__CN CN CN
5O Et00C” “OEt |
— BH + -
EtOOC NH

HN" ~0 HNT S0 OEt O 2

@)

T
w

I

CH3 3
¥4 _H
~_ _CN
| ON | ﬁCN
- -
/0 EtOOC 07 NH,

Etooc” N7 Yo EtOOC@’Et Vi OFEt

La cyclisation en pyridone implique une attaque nucléophile de l'atome d'azote sur I’atome
carbone de I'éther d'énol. La pyridone 3 réagit avec l'acrylate de méthyle en milieu basique pour

donner l'indolizinone 4 selon une addition de Michael suivie d'une cyclisation de Dieckman.
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CH
CN

EtOOC N 0]
EtOOC

COOCH,

H,COO0C

Parallélement, nous avons utilisé une synthése « one-pot » décrite par Wall et Wani, 1991,

dans laquelle la pyridone 3 intermédiaire n’est pas isolée.

CN CH
(0]

CH, Q
J 3 - "
, K,CO,, DMF CN — , K,CO,, DMF =z 8
o Yﬁo H,N r\/\[ COOMe MeOOC N
OEt 45°C,18h 45°C,72h oN
EtO H

65%

De la méme fagon, I’hydrogéne labile du 2-cyanoacétamide est arraché par le carbonate de
potassium. Le nucléophile formé peut alors attaquer la fonction carbonyle du composé 2 selon une
réaction de Thorpe et Guareshi. Puis il y a cyclisation par attaque nucléophile du doublet de 1’azote
sur le carbone en a de la fonction ester. La pyridone réagit alors sur I’acrylate de méthyle en milieu
basique par une addition de type Michael. Une cyclisation de Dieckman permet d'obtenir
l'indolizinone 4.

La méthode « one-pot » permet une augmentation des rendements (rendement de 48% pour
la premi¢re méthode et 65% pour la méthode one-pot). Le temps de réaction est augmenté pour la

méthode « one-pot » mais le temps de traitement est diminué puisqu'on n'isole qu'un seul produit.
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» Hydrolyse-décarboxylation (Wani et al., 1980):

L’hydrolyse-décarboxylation de cet ester b-cétonique nécessite un mélange d’acide
acétique et d’acide chlorhydrique concentré, a reflux. La fonction nitrile n’est pas hydrolysée dans
ces conditions pourtant drastiques. Le composé 5 est instable en solution. Il doit étre rapidement

1solé et conservé sous forme solide a I’abri de la lumiére.

Q o)
CH
= ®  AcOH, HCl = CH,§
H,CO0C -
N CN reflux, 3 h N
74% CN
o o)
4 5
b. Synthése del'indolizine 19.
0 %o
CH [\ . cisiu CH
=z | 3 HO OH i 9)3 (0] 7 | 3 Ni Raney
N - AcOH, Ac,0
CN CH,CI, N CN 2
(6]
5
7
(\O o
CH
0o = 3 TFA 80% =z CH,
N | N |
CH,NHCOCH, CH,NHCOCH,
0 o)
8 19
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> Protection de la fonction cétone (Ejima et al., 1992):

Afin de réduire sélectivement la fonction nitrile, nous avons ét¢ amenés a protéger la
cétone sous forme d’acétal. La pureté du composé 5 est critique pour la réussite de cette réaction.

Le rendement peut chuter de 71% a 35% si la cétone 5 n’a pas été correctement purifiée.

0 —\ (\
CH HO  OH.CISi(Me), o
= | 3 CH,CI, 9 = CH,
N 4j,20°c N |
CN 71% CN
o o)
5 7

> Réduction acylante de la fonction nitrile:

Nous avons choisi de réduire la fonction nitrile en amine qui sera protégée en prévision de
la réaction de Friedldnder. La protection de la fonction amine doit résister aux conditions
réactionnelles de la déprotection de la fonction cétone et de la réaction de Friedldnder. D’autre part,
elle doit pouvoir étre clivée en derniére étape afin de libérer I’amine primaire. Nous avons donc
choisi de protéger ’amine par un groupement acétyle qui peut étre introduit directement pendant la
réduction en choisissant un solvant acylant comme ’acide acétique et/ou I’anhydride acétique. La
réduction est menée sous pression d’hydrogeéne avec le nickel de Raney. Le composé 8 est obtenu

avec un bon rendement.

(\O CH Ni Raney, (\O
3 (e}
74

0 = | AcOH/Ac,0 (3/1) CH;,
—_—
N — |
CN  6hH,45psi, 45°C N CH.NHCOCH
72% 2 8
0 o}
7 8
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» Déprotection de la fonction cétone:

La déprotection de la fonction cétone s’effectue en milieu acide. L’utilisation de 1’acide

trifluoroacétique permet de ne pas cliver le groupement acétyle porté par la fonction amine.

(\O o

CH
0 = | 3 TFA 80% =z CH,

S —
N 20°C,3h N
CH,NHCOCH, - CH,NHCOCH,
o 0
8
19

c. Synthése del'indolizine 20.

O (\
; O
CH HOCH,CH,OH, CISi(Me),
= | 3 CH,Cl, X O o~ CHs
N - N |
CN 4,20 °C CN
71%
(0] ’ e}
S 7
NaOH %O Q
MeOHH,0 O A~ CHs TFA 80% s
_— C
48 h, reflux N | 3h,20°C N |
65% CONH, 93% CONH,
(0] (0]
9 20

L'hydrolyse basique du nitrile permet d'obtenir I'amide primaire. Le temps réactionnel de
cette réaction est fortement dépendant des quantités de nitrile mises en jeu. Nous avons également

essay€, sans succes, de durcir les conditions afin d'obtenir I'acide carboxylique. Les conditions de

déprotection reprennent celles de 1'indolizine 8.
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d. Synthése del’indoalizine 6.

Q 0
= | CH, H,S0, 80% A~ CHs
N = N |
CN 20 h, 120 °C COOH
40% o
S 6

Les conditions basiques ne nous ayant pas permis d’obtenir le dérivé possédant une
fonction acide carboxylique, nous avons envisagé 1’hydrolyse du nitrile dans des conditions acides.
Les conditions usuelles telles qu’un mélange d’acide acétique et d’acide chlorhydrique ou 1’acide
chlorhydrique seul ne nous ont pas permis d’obtenir I’indolizine 6. Nous avons donc utilisé des
conditions plus dures a savoir 1’acide sulfurique a 80% pendant 20 heures a 120 °C. Ces conditions

nous ont permis d’obtenir le produit désiré¢ avec un rendement de 40%.

e. Oxydation en aldéhyde du méthyle porté par la pyridone.

Nous avons essayé a plusieurs reprises d’oxyder le méthyle porté par la pyridone en
aldéhyde mais tous les essais se sont révélés infructueux. Nous avons tout d’abord réalisé un essai
avec le permanganate de potassium comme agent oxydant en présence de soude. Nous avons

récupéré la totalité du composé 7.
KMnO,, NaOH
(/)/\O pyridine, eau C/)/\O
& CH,§ : E ~ CHO
N CN N CN
o} 95°C, 24 h o
.
Nous avons ensuite utilisé des conditions décrites par Henze et Knowles, 1954 ;

Baumgarten et Krieger, 1955 ; Imperiali et al., 1993 qui auraient dii permettre cette oxydation :

nous avons utilisé du dioxyde de sélénium comme agent oxydant et le dioxane ou 1’acide acétique

glacial comme solvant.

l/\ SeOz, l/\
o o dioxane ou acide acétique O
Z | CH, 0 _~_-CHO
N %' |
CN N CN
) reflux, 24 h o)
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Aprés 24 heures a reflux de I’acide acétique, la fonction cétone a été déprotégée mais le

groupement méthyle n’a pas été oxydé. Nous avons restitué le composé 5.

%

- ~ CHO
N
o on
0 CH
& 3 Se0,, CH,COOH ©
N CN T reflux, 24 h
© 0
7 = CH,
N
CN
5

Nous avons ensuite essayé des conditions moins classiques (Vismara et al., 1987) mais
nous n’avons pas obtenu le produit désiré. Nous avons utilis¢é comme agent oxydant I’iode et le
diméthylsulfoxyde comme solvant. Le composé 7 a ét¢ dégradé dans ces conditions. Aucun produit

majoritaire n’a été formé et nous n’avons donc rien isolé.

»» FeCl,, tBul, ‘/\
TFA DMSO (6]

N
CN

80°C,1h o

f. Bromation du méthyle porté par la pyridone.

Nous avons réalisé plusieurs essais d’halogénation afin de bromer le groupement méthyle
de la pyridone.

Nous avons tout d’abord utilisé le brome comme agent bromant et I’acide acétique comme
solvant. L’introduction du brome se fait a 0 °C, puis on laisse remonter la température jusque 20
°C. Nous avons visualis¢ par CCM la formation de 3 produits. Aucune tache ne semblait
majoritaire et compte-tenu des différentes migrations, il semblait difficile d’espérer une séparation

par chromatographie sur colonne. Nous n’avons donc pas poursuivi dans cette voie.
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K\O Br,, CH,COOH f\o
0 ~ | CH, 0] y CH,Br
N %' |
CN N CN

o 0°C,1h

Nous avons donc décidé de réaliser une bromation radicalaire. Nous avons utilisé le N-
bromosuccinimide comme agent bromant. Pour I’initiateur de radicaux, nous avons utilisé le
peroxyde de benzoyle ou AIBN. Comme solvant, nous avons choisi le tétrachlorure de carbone ou
le dichlorobenzéne. Enfin, nous avons chauffé soit de maniére thermique, soit par une lampe

halogéne de puissance 500 W.

NBS, initiateur de radicaux, K\
(O]

OI/\O CH solvant apolaire
= | 3 O y | CH,Br
N CN 5 g N
o}

CN
70°C,3h

7

- L’utilisation de I’AIBN a conduit a des milieux réactionnels plus sales qu’avec le
peroxyde de benzoyle.

- La lampe halogéne permet une durée de réaction moins longue que le chauffage
thermique. Les produits formés sont identiques.

- Le choix du solvant n’a pas influé sur I’issue de la réaction.

Dans tous les cas, la réaction n’était pas totale : il restait de la matiére premiére méme lors
de I’ajout de N-bromosuccinimide et il s’est formé plusieurs produits.

11 faut préciser qu’au début de la réaction, le milieu réactionnel était de couleur claire ; il a
ensuite évolué vers le rouge, comme une bromation classique, mais il a viré rapidement au vert
foncé. Nous avons donc essayé de traiter la réaction aprés ce changement de coloration, mais
¢galement lorsque le milieu réactionnel était encore rouge. Nous avons essayé d’isoler le produit
bromé formé mais les tentatives de purification se sont révélées infructueuses.

Nous avons donc envisagé de réaliser 1’étape d’hydrolyse directement apres la bromation.
En effet, I’hydrolyse basique du composé monobromé devait fournir 1’alcool et celle du dibromé
I’aldéhyde. Cette étape n’a pas €té concluante : le milieu réactionnel était composé de nombreux
produits.

En conclusion, il semble qu’il ne soit pas ais¢ de bromer le groupement méthyle dans ces
conditions. Nous pensons que 1’évolution du milieu réactionnel vers le vert correspond a une

dégradation de la structure.
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g. Réduction du groupement nitrile en amine primaire.

o, O

o) _~_-CH, Ni Raney CH;,
| — |
N
N CN  EtOH, NH, CH,NH,
0 6 h, 45 °C, 45 psi H, 1e)
0,
7 32% 14

La fonction nitrile a été réduite, apres protection de la fonction cétone, en amine primaire
par hydrogénation catalytique en présence de nickel de Raney et d’ammoniac. Le rendement de
cette réaction (32%) est plus faible que lorsque la réduction est effectuée dans des conditions

acylantes. Nous pensons que cette diminution est due a une faible stabilité de la structure aminée.

h. Substitution nucléophile de|’amide primaire.

Y

Nous avons essayé a plusieurs reprises d’alkyler ’amide primaire sans succés. Nous avons
choisi comme substituant la N,N-diméthyl-2-chloroéthylamine. Nous avons réalisé un essai dans le
t-butanol, en présence d’hydroxyde potassium et d’iodure de potassium. Apres un chauffage a
reflux pendant 24 heures, il ne s’est rien passé. Nous avons alors effectu¢ un deuxi¢me essai dans
le diméthylformamide en présence d’hydrure de sodium et d’iodure de potassium. Le milieu

réactionnel a été agité pendant 12 heures a température ambiante puis chauffé, sans succes.
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i. Synthese des pyrrolo[1,2-b][2,7]naphthyridines.

> Substitution nucléophile du méthyle (Wani et al., 1980):

OK\ 0 CO(OE),, NaH, EtOH, r\o
= CH, toluéne 0 COOEt
| —_— /
N \ |
CN reflux, 3 h, 62% CN
© o)
.

10

Cette réaction est réalisée en condition anhydre, sous atmosphere d’azote. Elle a été
réalisée par Wani et al, 1980, en utilisant de I’hydrure de potassium comme base forte.
L’utilisation d’hydrure de sodium a 60% en suspension dans I’huile minérale n’a pas entrainé de
changement pour le déroulement de la réaction. La pureté du composé 7 est critique : le rendement
chute considérablement (de 62% a 30%) si le composé 7 est impur. L’éthanol joue un rdle de

catalyseur.

> Réduction du nitrile et cyclisation:

K\O Ni Raney, 50 psi H K\O or\O o
o) : > | o
= | COOEt NH,, EtOH = | COOEt EtOH 7 |
- N NH
N N
CN 45°C,6h CH,NNH, | 60°C,3h,71%
(0] le} (6]
10 11 12

La fonction nitrile est réduite en amine primaire par 1’utilisation de nickel de Raney sous
pression d’hydrogéne dans de 1’éthanol saturé en ammoniac. Aprés 6 heures a 1’autoclave, on
obtient un mélange de composés 11 et 12. Le groupement nitrile a été totalement réduit mais la
cyclisation n’est pas compléte. Apres filtration du catalyseur, un chauffage additionnel dans

1”éthanol permet d’obtenir le lactame 12 avec un rendement de 71%.
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» Réduction sélective du lactame vis-a-vis de la pyridone:

Y BH,.Me,S, %

0 CH,Cl,, THF
yZ | (0] 2l (6] _ |
N NH 20 °C, 72 h, 53% N NH
o 0
12 13

La fonction lactame a été réduite sélectivement de la fonction pyridone par le complexe
borane-diméthylsulfure. Un essai a été réalisé dans le borane non complexé mais le composé 12 n’a
pas été réduit dans ces conditions. Cette réaction est réalisée a température ambiante sous
atmosphére d’azote. Un large excés de borane (10 équivalents) est nécessaire pour obtenir la
réduction de la fonction lactame. Le composé 13 est le seul composé a étre formé : la fonction

pyridone n’est pas touchée par ces conditions.

> Déprotection des naphthyridines:

e 0
(o]
=

R TFA 80% = I R
I
N NH
N NH 3h, 20 °C
fo) (e}
1213 21,22

Cette réaction a été réalisée dans les conditions décrites précédemment avec de bons

rendements (90% pour 21 et 76% pour 22).
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j. Substitution nucléophile deI’amine 13.

> Substitution nucléophile de la fonction amine:

ﬁo Cl-(CH,),-pipéridine ﬁo
K,CO,

o =

Nous avons envisagé une réaction de substitution nucléophile sur I’atome d’azote avec des
dérivés de type chloroéthylpipéridine ou chloropropylpipéridine. La base utilisée est le carbonate
de potassium et le solvant, le diméthylformamide ou ’acétonitrile. Ces essais ont ¢té réalisés a
reflux d’acétonitrile ou a 80 °C dans le DMF. Apres 12 heures et I’ajout de 3 équivalents de dérivé
chloré, il ne reste plus de matiere premicre. Les milieux réactionnels ont été traités par extraction
puis purifiés sur colonne chromatographique. Un produit a été isolé dans les 2 cas avec un
rendement de 10%. Il s’agit d’une huile jaune qui a été analysée en RMN et qui semblait étre le
produit de substitution attendu. Compte-tenu de la complexité du spectre proton (31 protons dont
30 aliphatiques), nous avons décidé d’analyser ce produit par spectrométrie de masse. Le spectre du
composé ne nous a pas permis d’observer un pic a 373 (masse moléculaire de la structure attendue)
mais a 499, masse qui semble correspondre a la formation d’un ammonium portant deux chaines
alkylpipéridine. Cette hypothése semble confirmée par la fragmentation :

M =415 équivalent a M — pipéridine

M = 387 équivalent a M — pipéridine — 2 CH,

M = 289 équivalent a M — propylpipéridine — pipéridine
M =247 équivalent a M — 2 propylpipéridines

Compte-tenu du faible rendement de la réaction, de la faible stabilité du produit obtenu et
de l'incertitude quant a la structure du produit formé, nous n’avons pas poursuivi cette voie. Il faut
noter que si le sel s’est formé, le faible rendement peut étre expliqué par une grande solubilit¢ du

produit en phase aqueuse.

> Acylation de la fonction amine:

- avec un acide carboxylique par une réaction de type couplage peptidique.
Afin d’acyler la fonction amine, nous avons tout d’abord envisagé une réaction de type
couplage peptidique avec un acide carboxylique. Nous avons utilis¢é [’acide 3-(1-

pipéridino)propionique et nous avons tout d’abord réalisé¢ un essai avec HOBT et HBTU comme
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agent de couplage. La réaction a été menée pendant une nuit a température ambiante. Nous n’avons
pas obtenu le produit attendu et nous avons retrouvé la totalité du produit de départ.

Nous avons alors effectué¢ un essai dans les mémes conditions mais en utilisant PyBroP
comme agent de couplage. La réaction n’a pas eu lieu et nous avons retrouvé la totalité de 1’amine

mise en jeu.

HOOC-(CH,),-pipéridine
ﬁo DIPEA, agent de couplage, DMIﬁo

- avec un chlorure d’acide.

Compte-tenu du manque de réactivité de la fonction amine dans une réaction de couplage
peptidique, nous avons entrepris 1’acylation par un chlorure d’acide. Nous avons réalisé la réaction
d’acylation avec le chlorure de chloroacétyle et le chlorure de chloropropionyle dans le choroforme

en présence de carbonate de potassium.

@o CI-CO-(CH,),-Cl @o
K,CO,, CHCI, 5

21,22

Ces réactions ont été suivies par CCM et aprés 3 heures, a température ambiante, nous
avons observé la disparition compléte du produit de départ au profit de la formation d’un unique
compose€.

Cette réaction a alors été traitée par extraction liquide-liquide, ce qui nous a permis d’isoler
le produit majoritaire formé. Les dérivés chlorés ont été isolés aprés évaporation sous pression
réduite sous forme d’une poudre blanche qui s’est rapidement dégradée (apres environ 10 minutes).
Nous avons alors repréparé ces dérivés afin de les mettre en réaction aussitdt aprés évaporation du
milieu réactionnel. Nous avons alors introduit la pipéridine dans le DMF en présence de carbonate
de potassium.

Pipéridine
K,CO,, DMF
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Dés I’introduction de I’amine, le milieu réactionnel a évolué vers le noir. L’analyse par
CCM nous a confirmé une compléte dégradation de la molécule.

Nous avons alors décidé de préparer le chlorure d’acide désiré a partir de 1’acide
pipéridinopropionique et du chlorure d’oxalyle. Nous avons ensuite réalisé la réaction d’acylation
dans le chloroforme, a température ambiante en présence de carbonate de potassium. Comme

précédemment, une dégradation compléte de la molécule a été observée.

Chlorure d'oxalyle

: :N CH,Cl, \
—_—
_\—COOH _\—COCI

ﬁ o .
Chlorure d'acide po
(@]

0 = K,CO,, CHCI,
N NH

/N

Apreés ces divers essais et également la réaction de Friedlander décrite page 94, il nous
semble que ces structures, possédant un cycle azoté a 6 chainons, montrent une forte instabilité due
a la fonction amine cyclique. Nous avons alors préféré mettre de coté les synthéses de ces produits
qui semblaient difficiles d’acces et qui étaient nécessaires en quantité conséquente afin de réaliser

la réaction de Friedldander.
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2. Synthése des 0-aminobenzaldéhydes.

a. Synthése de I’ o-aminobenzaldéhyde.

Plusieurs voies de synthése ont été envisagées.

» Réduction par le fer en milieu acide chlorhydrique concentré:

Nous avons tenté, sans résultat, de réduire 1’0-nitrobenzaldéhyde en 0-aminobenzaldéhyde

par le fer en milieu acide chlorhydrique concentré, a reflux.

Fe, HCI concentré
J NH
NO,  EtOH/ACOHM,O (2/2/1) 2
CHO reflux, 15 min CHO

Il semble que l'0-aminobenzaldéhyde se dégrade a cette température par des réactions

d'auto-condensation.

»Réduction catalysée par le palladium sur charbon a pression atmosphérique

d’hydrogene:

L’0-aminobenzaldéhyde a été obtenu par réduction de 1’0-nitrobenzaldéhyde en présence

de charbon palladié sous pression atmosphérique d’hydrogéne a température ambiante.

NO Pd/C, EtOH
2 pression atmosphérique d'hydrogéne NH,
CHO 20°C, 24 h CHO

27

L'o-aminobenzaldéhyde s’auto-condense rapidement. Cependant, nous avons mis en
¢vidence la formation d'une amine par CCM, qui est révélée par la ninhydrine. Le spectre infra-
rouge du milieu réactionnel confirme la disparition de la fonction nitro, la formation d'une amine et
la présence de la fonction aldéhyde.

L’instabilité de I’0-aminobenzaldéhyde (sous forme base ou sous forme chlorhydrate) nous
a conduit a imaginer une voie de synthése dans laquelle 1’'une des deux fonctions est protégée afin

d’empécher 1’auto-condensation.
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L

» Protection de 1’aldéhyde puis réduction de la fonction nitrée (Jonhston et

al..1987 : Borsche et al., 1943) :

CHO

NO,

CH,

, CH,CH,OH

NH,

reflux, 5 min
98%

CH, CH,

N Ly
C=N Na,S, CH,CH,OH/H,0 H_u
C :N02 reflux, 10 min @NH

92%

2

25 26

La protection de la fonction aldéhyde en imine a été réalisée avec la p-toluidine, en milieu

¢thanolique. Le sulfure de sodium permet ensuite de réduire chimiquement et sélectivement la

fonction nitro en amine primaire. Il faut noter que la protection de la fonction aldéhyde confére au

composé 26 une bonne stabilité dans le temps. Ceci s’est révélé d’autant plus nécessaire que les

indolizinones sont peu stables. En effet, gérer la synthése de 2 intermédiaires instables de maniere

simultanée n’est pas chose facile.

Un co-produit peut étre obtenu lors de cette étape : si le mélange réactionnel n’est pas traité

rapidement, la fonction imine s hydrolyse; il se forme 1'0-aminobenzaldéhyde puis la di-imine ci-

dessous

© 2003 Tous droits réservés.

NH,
Spectroscopie de RMN du proton (CDCl;) :
2,18 ppm s 3H CH;
4,62 ppm ] 2H NH, (échangeables dans D,0)
5,61 ppm ] 2H CH imine
6,52 47,13 ppm M 12H H aromatiques
CH

Aspect :
Chromatographie sur couche mince : Eluant : Acétate d’éthyle/Cyclohexane (2/8).

Spectroscopie infrarouge :

Spectrométrie de masse par ionisation chimique :

solide jaune.
Rf:0,3.

NNH, 3248 et 3399 cm’!

314 MH"

342 M-CH,-CH;"

297 M-NH,"

194 F -CH=N-F -CH;"
91 F-CH;"
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b. Synthése du 2-amino-4-[2-(1-pipéridino)éthoxy]benzaldéhyde 35.

> Synthése a partir du p-hydroxybenzaldéhyde:

CHO ¢ CHO CHO
0
HNO, 68% 0, Fe/HCI
—_— _—
K,CO,, DMF AcOH/EtOH/H ,0
OH o o

o 1@ Ee

35

Nous avons tout d'abord introduit la chaine solubilisante sur la fonction phénol. Cette
substitution nucléophile a été réalisée dans le diméthylformamide en présence de carbonate de
potassium. Nous avons obtenu le benzaldéhyde substitué avec un rendement de 85%. Le caractére
¢lectroattracteur de la fonction aldéhyde augmente l'acidité de la fonction phénol et facilite la
réaction.

Nous avons ensuite essayé de nitrer l'aldéhyde en ortho de la fonction carbonyle afin
d'obtenir I'0-nitrobenzaldéhyde correspondant. La nitration a été réalisée avec de l'acide nitrique
68%, qui joue le role d'agent nitrant et de solvant. Nous n’avons pas réussi a nitrer ce benzaldéhyde
dans ces conditions. Une ¢étude bibliographique a montré que la nitration n’était pas sélective. De
plus, le produit nitré en méta est majoritaire par rapport au produit nitré en ortho. Nous avons donc

abandonné cette voie.

CHO CHO CHO
HNO, 68% NO,
—_— +
0°C,2h
NO,
0 0 0

@j @I O“j
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> Synthése a partir du 4-méthyl-3-nitrophénol:

CH, " CH, CHBr,
/@ oS NBS/CCI, /@
0 NO, —><—
HO NO 2 o) NO
2 K,CO; /DMF peroxyde de benzoyle 2
3h,80°C,

58% N 32 N

9

CHO CHO
HCI/H,0 Fe / HCI
> 5 NO >
H 2 AcOH/EtOH//H,0 HO NH,

Le groupement méthyle permet de créer la fonction aldéhyde par oxydation. La
dibromation du méthyle suivie d'une hydrolyse basique devrait conduire a I’aldéhyde.

La fonction phénol est sensible aux conditions de bromation et a di étre protégée. Nous
avons utilisé la chaine N-éthylpipéridine comme « groupement protecteur ». Nous avons donc
commencé par substituer la fonction phénol par la 1-(2-chloroéthyl)pipéridine. La substitution
nucléophile a été réalisée dans le diméthylformamide en présence de carbonate de potassium. Nous

avons obtenu le dérivé nitré avec un rendement de 58%.

cho3 DMF
H 80 °C, 3 h
58%
OH /r
N
32

Nous avons ensuite essayé de dibromer le méthyle par le N-bromosuccinimide en présence

CH,

de peroxyde de benzoyle. Le dérivé nitré se dégrade dans les conditions de la dibromation et nous

n'avons pas obtenu l'intermédiaire halogéné.
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CHy CHBr,

NO, NBS, peroxyde de benzoyle, CCl, NO,

ZON

OI Q”j

> Synthése a partir du 4-acétoxy-2-nitrotoluéne:

CH CH HB
/@ ®  anhydride acétique j)\ /@ 3 NBS/CCI, 0 /@C r
—_— . - % .
H,SO
HO NO 50, H.C o NO, peroxyde de benzoyle H C)J\O NO

2 3 3 2
28 30
/@CHO cHO
1) NaHCO,,/H,O/EtOH CHO C'\/\Ni > o NO,  Fe/HCI o/@NH
——— 2
——
2)HCIH0 — HO NO,  K,CO; /DMF ACOH/EtOH//H,0 H

C
31 O 33 (Nj

35

La protection du phénol par un éther n'ayant pas permis d'obtenir le dérivé dibromé, nous
avons décidé de protéger la fonction phénol par un groupement acétyle (Suvorov et al., 1962). La
protection sous forme d'ester est réalisée par l'anhydride acétique en présence d'acide sulfurique en

quantité catalytique.

CH, CH,
0, ) » NO,
anhydride acétique, H,SO,
20°C,12h
92%
OH OCOCH,
28

88

© 2003 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

These de Aurore Pottier ép. Perzyna, Lillel, 2003
Stratégie de synthese

Le méthyle est ensuite disubstitué par une bromation radicalaire. La dibromation est
réalisée par le N-bromosuccinimide en présence de peroxyde de benzoyle. Le mélange est chauffé
pendant 7 heures a l'aide d'une lampe halogéne (500 W). Aprés 3 heures de réaction, le composé
obtenu majoritairement est le dérivé monobromé. La réaction peut se poursuivre afin d'obtenir le
dérivé dibromé, grace au caractére électroattracteur du groupement nitro qui rend les hydrogenes

plus mobiles.

CH, CH,Br CHBr,
NO NO, NO,
2 NBS, peroxyde de benzoyle, NBS, peroxyde de benzoyle,
ccl, ccl,
reflux, 3 h refgggﬁ h
OCOCH, OCOCH, OCOCH,
28 29 30

Une hydrolyse basique permet de déprotéger la fonction phénol et d’hydrolyser le

groupement dihalogéné en aldéhyde.

CHBr, CHO

NO, NO,

1) NaHCO,, EtOH, H,0O, reflux, 3 h

2)HCI2N, 20 °C

82%
OCOCH, OH

30 31

Une substitution nucléophile de I'hydroxyle phénolique permet d'introduire la chaine

solubilisante en para de la fonction aldéhyde.

CHO
NO

NO, K,CO,, DMF
_—

+ 80°C,3h

N 70% 0
b ] !
@

31 33
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Enfin, la fonction nitro est réduite par le fer en présence d'acide chlorhydrique concentré.

L'aminobenzaldéhyde 35 obtenu est stable, contrairement a 1'0o-aminobenzaldéhyde non substitué.

CHO CHO

Fe, HCI concentré
EtOH, AcOH, H,0 (2/2/1)

P

(0] reflux, 15 min 0O

I
J @j

33 35

c. Synthése du 2-amino-5-[2-(1-pipéridino)éthoxy]benzaldéhyde 36.

HO CHo ™\ O Fe / HCI, O
\@ : > N AcOH/ EtOH/ H,0 (2/2/1) N
NO K,CO, /DMF reflux, 15 min
? 85%

80°C,3h

(0]
80% O\@CHO \(ICHO
NH

NO, 2
34 36

Dans un premier temps, la fonction phénol est activée en phénolate par le carbonate de
potassium et substituée par la 1-(2-chloroéthyl)pipéridine. La fonction nitro est ensuite réduite en

amine par le fer en présence d’acide chlorhydrique.
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3. Réaction de Friedlander.

a. Synthese del’intermédiaire 54.

> Catalyse acide avec le toluéne comme solvant (Wani et al., 1980):

La cétone 5 et I’imine 26 sont dissous dans le toluéne a reflux. Le milieu est placé sous
atmosphére inerte et un entrainement azéotropique avec un appareil de Dean-Stark permet de
déplacer I’équilibre de la réaction. Aprés 30 minutes, on ajoute 1’acide p-toluénesulfonique comme

catalyseur. La réaction s’effectue en 3 heures 30.
CH,
g
H_N N CN APTS, Toluéne N 7
~
@ + X | reflux 3h30 N \ ,/ CN
NH, CH, <10%
(0]
26 5 54

Le produit 54 est obtenu avec un rendement inférieur a 10%, ce qui nous a conduit a

utiliser d’autres conditions opératoires.

> Réaction en présence d’acide acétique (Sugimori et al., 1998):

L’acide acétique joue a la fois le role de solvant et de catalyseur acide. Le clivage de
I’imine en aldéhyde dans le milieu réactionnel est immédiat. La p-toluidine formée au cours de la

réaction est ¢liminée par chromatographie sur colonne de silice ou par extraction liquide-liquide.

H X 0] NH,
C=N _ AOH _ N
@ e 1h NT\ N
NH, 43%
CH,
26 5 54 CH,

Le rendement est nettement amélioré¢ (43%). Le composé 54 est insoluble dans de
nombreux solvants, ce qui rend la suite de la synthese tres difficile. En effet, pour cette raison, la
plupart des tentatives de modulation sur les groupements méthyle et nitrile n’ont pas abouti. Nous
avons donc décidé d'introduire une chaine solubilisante sur I’homocycle de la quinoléine afin de

pallier ce probleme.
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b. Synthese del'intermédiaire 55.

La réaction mise au point précédemment a été appliquée a 1'0-aminobenzaldéhyde 35. Le
tétracycle 55 montre une solubilité améliorée et permet d'envisager diverses pharmacomodulations

utilisant la réactivité du nitrile et du méthyle.

_ AOH SN\

reflux 2h fe} N/

CN

31% \_/

CH,
35 5 55

/ N
) 9

Bien que la solubilité ait été améliorée par l'introduction de la chaine pipéridinoéthyloxy,
nous n'avons pas réussi a transformer chimiquement le nitrile. Nous avons donc décidé d'effectuer

les modulations avant la réaction de Friedldnder.
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c. Réaction de Friedlander par voie thermique.

Nous avons utilisé les conditions opératoires déterminées précédemment pour la réaction

de Friedlander. Le temps de réaction a cependant di étre augmenté.

R CH=R
+ NN
R NH CH,

26, 35, 36

| AcOH

—_— >

reflux, 8 h

5,19, 20

R N o
1 N
R N7
2 \ / P4
CH

3

54-56, 57-59, 60-62

d. Optimisation delaréaction de Friedlander par I’ utilisation des micro-ondes.

Les rendements de la réaction thermique sont moyens (40%). Ils peuvent étre expliqués par

le fait que le temps de réaction est relativement long et que les réactants sont peu stables. Nous

avons donc envisagé de réaliser cette réaction par I’assistance des micro-ondes. Le temps de

réaction a alors été fortement diminué (15 min) et les rendements considérablement augmentés

(>80%) (Perzyna et al., 2002%).

(0]
= R
R1 CH R3 N 4
+ U __ACOH
R2 NH, 4 CH;  micro-ondes,
15 min, reflux
26: R; = N-F-CH, 5,19, 20 54-56, 57-59, 60-62
35,36: R, = O
Rendement | Rendement
R, R, R4

thermique) | (micro-ondes

(thermique) | (mi des)
57 H -O-(CHy),-pipéridine CH,NHCOCH; 44% 74%
58 -O-(CH,),-pipéridine H CH,NHCOCH; 45% 60%
59 H H CH,NHCOCH; 48% 91%
60 H -O-(CH,),-pipéridine CONH, 51% 61%
61 -O-(CH,),-pipéridine H CONH, 46% 72%
62 H H CONH, 42% 86%
55 H -O-(CH,),-pipéridine CN 31% 59%
56 -O-(CH,),-pipéridine H CN 38% 71%
54 H H CN 43% 57%
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e. Synthése des quino[2',3':3,4]pyrrolo[1,2-b][2,7]naphthyridines par la

réaction de Friedlander.

Ces composés sont obtenus par une réaction de Friedlinder mettant en jeu les o-
aminobenzaldéhydes décrits précédemment et la pyrrolonaphthyridine 21. Ces réactions ont été

réalisées de manicre thermique ce qui peut expliquer les rendements modérés que nous avons

observés.
jij ACOH
reflux 12 h
35,36 21

69,70

Nous avons également envisagé la synthése des composés, ne possédant plus le cycle
lactame, par une réaction de Friedldnder entre les 0-aminobenzaldéhydes précédemment cités et la
pyrrolonaphthyridine 22. La réaction de Friedldnder s’est déroulée de maniére classique et les
milieux réactionnels ont été purifiés sur colonne chromatographique de silice. Dans chaque cas, un
produit majoritaire a été isolé mais il s’est dégradé trés rapidement et nous n’avons pas pu effectuer
d’analyses afin de déterminer la structure. Néanmoins, d’aprés les CCM du milieu réactionnel et
des fractions de la colonne chromatographique, on peut penser que le produit attendu a bien été
formé au cours de la réaction. Malheureusement, 1’instabilité de cette structure possédant une

fonction amine nous a contraint a abandonner la synthese de ces composés.

R CHO
11;[ N NH AcOH
+
R NH X ><

35,36 22
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4. Modulations chimiques réalisées sur les tétracycles.

a. Déprotection dela fonction amine.

Nous avons clivé le groupement acétyle en milieu acide afin d’obtenir les composés désirés

comportant une fonction amine primaire.

R
1 O
R \ chNHCocH, TN
7 z ® reflux, 24 h
CH,
57-59 60-62
R, R, Rendement
57, 60 H -O-(CH,),-pipéridine 76%
58, 61 -O-(CH,),-pipéridine H 70%
59, 62 H H 58%

© 2003 Tous droits réservés.
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b. Hydrolyse de la fonction nitrile en acide car boxylique.

Il nous a paru préférable d’envisager 1’hydrolyse acide de la fonction nitrile aprés la
réaction de Friedldnder. En effet, nous pensons que la présence d’une fonction acide carboxylique
peut entrainer des réactions parasites lors de la cyclisation.

La difficulté de cette réaction a consisté en la purification de ces 3 composés qui possedent
une fonction acide carboxylique et 2 atomes d’azote protonables.

Apres plusieurs tentatives d’extraction dans divers solvants et a divers pH, il nous a paru
préférable d’essorer le précipité formé a pH 5-6 par ajout de soude. Ce précipité est, dans ce cas,
contamingé par du sulfate de sodium. La majeure partie des sels sont ¢liminés par plusieurs lavages
avec de I’éthanol bouillant. Le filtrat alcoolique est ensuite concentré et le produit est purifié sur

colonne chromatographique de silice.

H,SO, 80%

—_—
150 °C, 36 h
54-56 66-68
R, R, Rendement
55, 66 H -O-(CH,),-pipéridine 25%
56, 67 -O-(CH,),-pipéridine H 30%
54, 68 H H 50%
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SYNTHESE DES
BENZO[5,6]PYRROLIZINO

[1,2-D]QUINOLEINES
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|. Stratégie de synthese.

1. Analyse rétrosynthétique.

Nous avons effectué la méme analyse rétrosynthétique que précédemment a savoir une

double déconnexion dans I’hétérocycle de la quinoléine.

R O N CHO
N
N — R + R
\ NH N 2
R2 2
R 0]

1 R1

Les pyrroloindoles sont synthétisés a partir du 2-éthoxycarbonyl-5-méthoxyindole.

2. Réaction de Friedlander.

Nous avons essayé a plusieurs reprises de réaliser la réaction de Friedldnder entre les O-
aminobenzaldéhydes 35 et 36 et le pyrroloindole 39. Nous avons tout d’abord fait un essai par
assistance des micro-ondes en utilisant les conditions mises au point précédemment. Nous n’avons
pas obtenu le produit désiré et le milieu réactionnel montrait clairement la formation de plusieurs
produits. Afin de visualiser la disparition compléte du pyrroloindole, il a été nécessaire d’ajouter 4
équivalents d’aminobenzaldéhyde.

Nous avons alors fait un essai par distillation azéotropique a 1’aide d’un appareil de Dean-
Stark. Une nouvelle fois, nous avons observé un milieu réactionnel ne comportant pas de produit
majoritaire et qui correspondait plutot a la dégradation des réactants. Il a également été nécessaire
d’introduire plusieurs équivalents d’aminobenzaldéhyde afin de consommer toute la cétone
énolisable.

Compte-tenu des difficultés rencontrées, nous avons envisagé de faire un essai avec une O-
aminoacétophénone afin de savoir qui, de 1’aminobenzaldéhyde ou du pyrroloindole, était
responsable de cet échec. Nous avons choisi la 2-amino-4,5-diméthoxyacétophénone commerciale.
Nous avons utilisé un entrainement azéotropique a I’aide d’un appareil de Dean-Stark. Aprés deux

heures a reflux, la réaction était terminée et nous avons facilement isolé le produit désiré.
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O
CH,0 s
CH, PPTS, butan-1-ol ~ CH,O N
+ N oM >~ O N
CH,O NH e 7
3 2 NN Dean Stark CH,0 N \ O
o OMe
39 80

Aprés cet essai, il semblait donc clair qu’il était possible d’effectuer la réaction de

Friedldnder avec ces pyrroloindoles et que le probléme venait de 1’aminobenzaldéhyde. Nous

pensons que I’aminobenzaldéhyde, du fait de sa grande instabilité, se dégrade plus vite qu’il ne

réagit avec la cétone énolisable. Il semble que cette réaction ait été possible avec les indolizinones

du fait de la forte réactivité de la fonction cétone puisque cette fonction devait constamment étre

protégée, et déprotégée juste avant d’effectuer la réaction de Friedldnder sous peine de voir se

dégrader la molécule.

Nous avons donc décidé de travailler

avec des

aminoacétophénones et des

aminopropiophénones comportant la chaine solubilisante choisie précédemment. Dans le cas de

I’aminocétone 85, la chaine portant un atome d’azote salifiable sera introduite aprés la réaction de

Friedldnder.

() ()
) )

CH
CH

NH, NH

87 47
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|I. DISCUSSION.

1. Synthése des indoles.

> Schéma de synthése général:

H
CH,0 | 1) tBuOK, toluene CH3O \ o
_— 72
N” TCOOEt )

Acrylate d'éthyle

pzd

38 COOEt

AcOH

SnCIA, cl CHOCH3,

C 30

POCI,, DMF

CI(CH,),pipéridine,

K,CO,, DMF BH,, THF

43

O CH,OH
N CH,0
(@]

pzd

42
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> Cyclisation en pyrrolo[1,2-alindole (Remers et Weiss, 1965):

La premicre étape est une addition de Michael : le proton de 1’azote indolique est arraché
par le t-butylate de potassium et le nucléophile formé vient attaquer 1’acrylate d’éthyle. Une

cyclisation de Dieckman permet d’obtenir le pyrroloindole 38.

1) tBuOK, toluéne

CH,0 CH,O
| 2) Acrylate d'éthyle AN 0
_—
N COOEt
H

4 j, reflux
90%

b4

COOEt
38

Il est nécessaire d’attendre 2 heures que le proton de 1’azote soit arraché avant d’introduire
I’acrylate. En effet, s’il reste de la base dans le milieu, 1’acrylate est dégradé et ne réagit alors plus
avec I’indole. D’autre part, il faut noter que la substitution nucléophile dure environ 18 heures alors
que la cyclisation est trés lente et s’effectue en 72 heures a reflux du toluéne.

Le produit de substitution avec ’acrylate a été isolé avant que la cyclisation n’ait eu lieu.

1) tBuOK, toluéne

CH,0 cho
\©j\ 2) Acrylate d'éthyle 3 |
_—
N~ >COOEt ( I j\
N N~ >COOEt

18 h, reflux

37
COOEt

> Hydrolyse-décarboxylation de I’ester b-cétonique (Remers et Weiss, 1965):

L’ester b-cétonique obtenu est hydrolysé puis décarboxylé dans des conditions acides.

Cette réaction s’effectue dans ’acide acétique a reflux pendant 22 heures.

CH,O
N 0 AcOH CH,0 A
(0]
N _
24 h | reflux N
COOEt 80%
38 39
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> Déméthylation du groupement méthoxy:

Le groupement méthoxy est déméthylé afin de démasquer la fonction phénol. Cette
réaction est réalisée avec le tribromure de bore dans le dichlorométhane. Il est nécessaire d’utiliser
3 équivalents d’agent déméthylant pour obtenir une réaction totale. Nous n’avons pas observé la

formation de produit secondaire lors de cette réaction en dépit d’un rendement moyen de 55%.

CH,O
3 \ o BBr,, CH,Cl, _ HO N o
N 4h,20°C N
55%
39 40

> Substitution nucléophile de la fonction phénol:

La fonction phénol est substituée par la 2-chloroéthylpipéridine dans le

diméthylformamide. Le carbonate de potassium est utilisé comme base. Des lavages acido-basiques

()
)

permettent d’éliminer le phénol de départ qui n’a pas réagi.

HO CI(CH,),pipéridine,
AN 0 K,CO,4, DMF
N = > ©
4 h, 80 °C N
52%
40 42
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> Formylation en position 9:

La formylation du carbone b indolique a tout d’abord été réalisée par le
dichlorométhylméthyléther et le chlorure stannique dans le dichlorométhane en suivant le protocole

concernant la formylation du pyrroloindole non substitué (Zhang et al., 1996).

CH,0 SnCl,, CL,CHOCH,, | CHO
N L
4j,20°C N
41

20 a4 30%
39

Les rendements de cette réaction sont trés variables. 11 faut travailler en milieu parfaitement
anhydre. L’introduction du pyrroloindole 39 doit étre réalisée a 0 °C, assez lentement afin que
I’exothermicité de la réaction ne dégrade pas le produit, mais suffisamment rapidement afin que les
vapeurs de chlorure stannique ne dégradent pas la molécule. La présence du groupement formyle
est déterminée par RMN du proton qui montre clairement la disparition du proton 9. Le chlorure
stannique joue le role de catalyseur.

Le mécanisme de la réaction est le suivant :

CH,O

e
N o C

SnCl,

OT
CHO CHCI,

CH,O CH,0
N__o_ "0 ’ \_ o
N N

D’une part, les rendements obtenus par cette méthode sont assez faibles et varient de 20 a

30%. D’autre part, le temps de synthése relativement long nous a conduit a envisager la réaction de

formylation dans des conditions plus classiques, a savoir une réaction de Vilsmeier-Haack (Bell et

al., 1991).
CH,0 CHO
A 0 POCI,, DMF CH,0 { 5
1h, 20 °C N
41

75%
39

z
\
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Cette réaction s’est déroulée de maniére beaucoup plus aisée que la précédente : le temps
de réaction a été considérablement diminué (1 heure au lieu de 4 jours), le traitement de la réaction
est simplifié (le milieu réactionnel est beaucoup moins contaminé et il n’y a pas la présence des
sels d’étain qui rendent les extractions difficiles) et surtout une amélioration considérable du
rendement (75% au lieu de 30%) est constatée. Nous notons que la fonction cétone n’est pas

touchée dans ces conditions et que le seul produit formé est le produit attendu.

Le mécanisme de la réaction est le suivant :

o CH, Cl CH,
>~N\ + PoOCl, —— >:N+
\
H  CH, H CH

104

© 2003 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

These de Aurore Pottier ép. Perzyna, Lillel, 2003
Stratégie de synthese

» Réduction de 1’aldéhyde en alcool (Zhang et al., 1996):

La réduction de 1’aldéhyde en alcool est réalisée par le borane (1 M dans le THF). Un
controle précis du nombre d’équivalents (1 equivalent) permet de ne pas réduire la fonction alcool
formée en groupement méthyle. Cette réaction doit également étre réalisée en conditions anhydres.

Une hydrolyse douce du complexe borane-molécule permet de ne pas dégrader la molécule.

cho CHO CH,OH cH
3

3 \ o BH.THF CHO N BH; THF  CH,0

O — © - N\__o

3h,20°C N 3h,20°C N
83%
41 4
3 44
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2. Synthése des 2-aminoacétophénones 86 et 47.

o
HO HNO, 70 % Q CI(CH,),pipéridine
HO

CH, ACcOH oH, K,CO,, DMF
—_—
70°C, 1h ;
§ NO 80°C,3h
30% \ o5
45
Fe, HCI

AcOH, EtOH, H,0

reflux, 15 min
68%

HO
CH

NH
86

®
)

CH,

NO,

46

Fe, HCI
AcOH, EtOH, H,0

reflux, 15 min
88%

®
)

CH

NH
47

Nous avons tout d’abord réalisé la nitration de la 3-hydroxyacétophénone (Klinke et

Gibian, 1961). Cette réaction est réalisée grace a de I’acide nitrique 70 % de densité 1,40 dans

© 2003 Tous droits réservés.
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I’acide acétique.  Trois régioisomeéres sont obtenus: les 2-nitro-,  4-nitro-, 6-nitro-3-
hydroxyacétophénones. Le rendement global de la nitration est d’environ 60%. L’isomére
majoritaire (rendement de 30%) est le produit désiré. Ces trois isomeéres sont séparés par
recristallisation dans différents solvants : le dérivé nitré en 6 recristallise seul dans le benzéne. Le
filtrat contient les dérivés nitrés en 2 ou 4. D’aprés la littérature, I’isomeére substitué en 2
recristallise dans le tétrachlorure de carbone alors que le dérivé nitré en 4 recristallise dans 1’éther
diisopropylique.

L’isomere désiré peut également €tre obtenu par séparation sur colonne chromatographique
de silice.

La fonction phénol est ensuite substituée dans des conditions classiques par la 2-
chloroéthylpipéridine avec un rendement supérieur a 90%. Enfin, la fonction nitro est réduite selon
Béchamp.

Afin d’obtenir les benzopyrrolizinoquinoléines substituées par un fonction phénol sur le

cycle quinoléinique, la fonction nitro du composé 45 est réduite selon Béchamp.

3. Synthése de la B-diméthylaminopropiophénone 85.

0
HO HNO, 70% Q bromure de benzyle

CH, AcOH HO CcH K,CO,, DMF

- - 3 - (0]

NO, ° CH,
45
NO,
48
o NH(CH,),.HCI, HCHO,
0] Ac,O
HO N/CH3 Pd/C, MeOH, H, fe) _CH,
| N
CH, - |
NH, CH,
NO,
85 49
» Réaction de Mannich avec le paraformaldéhvde.
NH(CH,),.HCI, paraformaldéhyde,
Q EtOH ou AcOH 0
RO
CH, RO y-CHa
|
NO, NO CH,

R =H ou (CH,),-pipéridine
Nous avons essayé¢ a plusieurs reprises de réaliser la réaction de Mannich sur la 5-hydroxy-

2-nitroacétophénone ou sur la  2-nitro-5-(2-[1-pipéridino]éthoxy)acétophénone avec le
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paraformaldéhyde et le chlorhydrate de diméthylamine. Nous avons réalisé plusieurs essais dans
1’éthanol mais nous avons récupéré 1’intégralité de 1’acétophénone mise en jeu. Nous avons ensuite
essayé de travailler dans 1’acide acétique. Nous avons observé la formation d’un produit mais la
réaction n’était pas totale. D’autre part, une étude bibliographique (Back, 1970) nous a révélé que
dans ces conditions, nous aurions obtenu une acrylophénone a la place du produit désiré. Nous
n’avons donc pas poursuivi dans cette voie.

0 NH(CH,),.HCI, paraformaldéhyde, o

RO EtOH ou AcOH
CH3 Oou AC . RO N ’CH3

CH
NO, NO

R =H ou (CH,),-pipéridine
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» Réaction de Mannich en présence de formaldéhyde aqueux.

Nous avons alors réalisé la réaction de Mannich dans les conditions décrites par Back en
1971 a savoir le chlorhydrate de diméthylamine, du formol aqueux dans 1’anhydride actéique. Nous

avons tout d’abord réalis¢ cette réaction avec la 2-nitro-5-(2-[ 1 -pipéridino]éthoxy)acétophénone.

() ()

N N

\ 0 NH(CHj),-HCI, HCHO 37 %, \ o}

(0] CH Ac,0 0 .CH,

CH
46

Nous avons remarqué la formation d’un produit mais la réaction n’est pas totale. La
présence de la chaine pipéridine rend les tentatives de purification infructueuses (extraction liquide-
liquide, colonne chromatographique, salification). Nous avons donc envisagé de réaliser la réaction
de Mannich avant I’insertion de la chaine solubilisante.

Nous n’avons pas essayé de réaliser la réaction de Mannich sur la 5-hydroxy-2-
nitroacétophénone puisque le méme auteur décrit la protection préalable de la fonction phénol par
un groupement benzyle. Nous avons donc protégé la fonction phénol dans des conditions classiques
(bromure de benzyle, K,CO;, DMF) avec un bon rendement, puis nous avons réalisé la réaction de
Mannich sur ce composé. La réaction n’est pas totale mais la séparation du produit de la réaction
est facilitée. Apres salification dans les conditions de la réaction, le produit attendu cristallise dans

un mélange acétone/éther ou le réactant est soluble.

(0] b o) (0]
romure de benzyle
HO CH K,CO,, DMF Ie) NH(CHj),.HCI, HCHO, ¢} _CH,
3 CH, Ac,0 N o
o —_— CH
NO, 4h, 800 ¢ NO 30 min, 60 °C NO, ¢
77% 2 58%

45 48 ° 49

Nous avons essayé d’introduire un excés de formol (1,5 équivalent au lieu d’un seul) afin
d’améliorer le rendement. L’avancement de la réaction n’a pas semblé supérieur mais il y a eu
formation d’acrylophénone. La séparation des 2 produits de la réaction (acrylophénone et
propiophénone) est assez difficile et nous avons donc préférer limiter la réaction en n’utilisant

qu’un équivalent de formol.
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> Débenzylation et réduction de la fonction nitro.

(j\ o o
o) \-CHa PdIC, H,, MeOH HO n-CHs
Y H —— Ly 2HC
o 3
no. O 1h,20°C NH,

2 63% 85

49

L’hydrogénation sous pression atmosphérique en présence de palladium sur charbon
permet de déprotéger la fonction phénol et de réduire la fonction nitro. Cette réaction est réalisée

avec un bon rendement de 63%.
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4. Synthése de la 2-amino-5-[2-(1-pipéridino)éthoxy]propiophénone.

HO CHO EtBr, Mg DDQ,
ether d|oxane
3h, 20 °C 72 h, reﬂux HNO, 70%

55% 91% AcOH
1h,70°C

0 0
N N
Fe, HCI CI(CH,) 2plpendlne
\(I\K/ AcOH, EtOH, HZO K,CO,, DMF
15 min, reflux 4 h, 80 °C

88% 66%

> Réaction de Grignard sur le 5-hydroxy-2-nitrobenzaldéhyde:

EtBr, Mg OH
HO CHO THF HO CH
% ’

NO, NO

2

Nous avons essayé de réaliser un Grignard sur le 5-hydroxy-2-nitrobenzaldéhyde. Bien que
nous nous soyons placés dans des conditions anhydres et qu’un excés d’organomagnésien ait été
utilisé (2 ou 5 équivalents), nous avons récupéré intégralement 1’aldéhyde. 11 semble que ce
manque de réactivité soit di a la fonction nitro. Nous avons donc envisagé de réaliser le Grignard

sur le 3-hydroxybenzaldéhyde et d’effectuer la nitration ensuite.

> Réaction de Grignard sur le 3-hydroxybenzaldéhyde (Bird et al., 1991):

OH
EtBr, Mg

HO CHO ,
\©/ éther HO CH,
—_—
3h,20°C

55%
50

Cette réaction a été utilisée en utilisant le méme protocole que précédemment. Cet
aldéhyde étant plus soluble, nous avons remplacé le THF par de I’éther sec. Bien qu’il n’y ait pas
eu formation de co-produit, le rendement de 55% est expliqué par le fait que la réaction n’est pas

totale et qu’il reste une quantité assez important d’aldéhyde qui n’a pas réagi.
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» Oxydation de 1’alcool en cétone:

OH 0}

DDQ,
HO CH, dioxane HO CH

72 h, reflux

91%
50 51

L’oxydation de 1’alcool en cétone est réalisée par la DDQ dans le dioxane. Cette réaction
est réalisée selon le procédé décrit par Bird et al.,, 1991. Les rendements obtenus sont trés

satisfaisants (91%).

> Nitration de la 3-hydroxypropiophénone:

0 HNO, 70% 0
HO CH, AcOH HO CH,
—_—
1h,70°C NO
51 35% 50 2

Nous avons repris le protocole utilisé dans le cas de la 3-hydroxyacétophénone. Nous
n’avons pas observé la formation du composé nitré en 2, ce qui peut étre expliqué par
I’encombrement stérique supérieur qui empéche 1’approche de 1’électrophile. Les 2 régioisomeéres

formés (le 4- et le 6-nitro) sont séparés par chromatographie sur colonne de silice.

> Substitution nucléophile de la fonction phénol:

La fonction phénol est ensuite substituée dans des conditions classiques par la 2-

()

chloroéthylpipéridine avec un rendement de 66%.

N
0 (0]
CI(CH,),pipéridine e} CH
HO CH; K,COs, DMF ?
_—
NO, 4h,80°C NO,
0,
52 66% 53
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> Réduction de la fonction nitro:

Enfin, la fonction nitro est réduite selon Béchamp avec un rendement de 88%.

) ()
) )

Fe, HCI
(0] AcOH, EtOH, H,0 (0]
CH, CH,
15 min, reflux
88%
NO, NH,
53 87
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5. Réaction de Friedlander.

> Avec la 2-amino-4.5-diméthoxyacétophénone:

Nous avons tout d’abord réalisé un essai avec une aminoacétophénone commerciale et le

méthoxypyrroloindole.
o
CH,0 CH,
CH, PPTS, butan-1-0  CH;0
+ N AN
CH,0 NH, S OMe — P +
Dean Stark CH;0 N \
o 4 h OMe
39
80

Cet essai nous a permis de mettre au point les conditions réactionnelles. La réaction est
réalisée a reflux en 4 heures. Un appareillage de Dean-Stark permet une distillation azoétropique de
I’eau formée pendant la réaction. Le para-toluéne sulfonate de pyridinium est utilisé en tant que
catalyseur acide.

Le milieu réactionnel est trés propre et le produit attendu a été obtenu avec un rendement
correct (environ 50%).

Un co-produit de structure arylquinoléinique a également ¢été identifié. Il est probable que
la formation de ce composé¢ soit due a I’exceés d’aminoacétophénone utilisée (3 équivalents). Une
¢tude concernant la formation de ce composé est en cours afin de déterminer si cette réaction revét

un caractere original ou si elle est commune & un grand nombre d’aminoacétophénones.

» Avec les aminoacétophénones préalablement synthétisées:

Ces réactions ont été réalisées par distillation azéotropique dans le butanol en présence de
p-toluénesulfonate de pyridinium comme catalyseur (Chackal et al., 2002). Les temps de réaction
sont relativement courts et varient de 2 heures a 5 heures. Le milieu réactionnel montre la
formation du produit attendu comme produit majoritaire. Les produits attendus sont obtenus avec
des rendements corrects de 1’ordre de 50%. Nous n’avons pas observé la formation

d’arylquinoléines avec les aminoacétophénones utilisées.
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o]
R.O CH,R
! CH,R PPTS, butan-1-ol R,0 N
L OR g O §
pZ
NH, AN > Dean Stark N \ O
(0] OR,
R R R, Rdt
71 H -(CH,),-pipéridine H 38%
72 H -(CH,),-pipéridine CH; 40%
73 H -(CH,),-pipéridine  -(CH,),-pipéridine 57%
74 CH; -(CH,),-pipéridine H 41%
75 CH; -(CH,),-pipéridine CH; 44%
88 H H H 38%
89 H H -(CH,),-pipéridine 46%

> Avec le pyrroloindole 43.

®
\O (Nj

| CH,R

+
Z

Dean Stark

CH,R PPTS, butan-1-ol 0 N
i S $ 0!
NH, « OMe = O
OMe

OH OH
43

Nous n’avons pas obtenu les benzopyrrolizinoquinoélines attendues avec la cétone 43. La
CCM du milieu réactionnel indique la formation de plusieurs produits. Nous pensons qu’une
réaction d’hémiacétalisation entre la fonction alcool primaire et la fonction cétone de
I’aminocétone a eu lieu. Pour pallier ce probléme, nous comptons protéger la fonction alcool par un

groupement acétyle qui sera ensuite ¢liminé apres la réaction de Friedlénder.
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Structur e des molécules testées:

R, R, R;
60 H O-CH,CHy-pipéridine  CH,NH,
61 O-CH,CH,-pipéridine H CH,NH,
62 H H CH,NH,
63 H O-CH,CH,-pipéridine = CONH,
indolizinoquinoléine 64 O-CH,CH,-pipéridine H CONH,
65 H H CONH,
66 H O-CH,CH,-pipéridine COOH
67 O-CH,CH,-pipéridine H COOH
68 H H COOH
R1 RZ
69 H O-CH,CH,-pipéridine
70 O-CH,CH,-pipéridine H
R, R R,
71 CH,CH,-pipéridine CH; H
72 CH,CH,-pipéridine CH; CH;
73 CH,CH,-pipéridine CH;3 CH,CH,-pipéridine
benzopyrrolizinoquinoléine 74 CH,CH,-pipéridine CH,CH; H
75 CH,CH,-pipéridine CH,CH; CH;
88 H CH; H
89 H CH; CH,CH,-pipéridine
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|. Interaction avec |'ADN.

Ces tests ont été effectués par 1’équipe du Docteur Christian Bailly (INSERM U524, Lille)
et par le Docteur Jean-Frangois Goossens (EA 2692).

1) Spectroscopie UV:

L'interaction des pyrroloquinoléines avec 'ADN a été mise en évidence par spectroscopie
UV. Pour cela, on mesure les variations de l'absorbance du composé (20 uM) dans une solution
tampon phosphate-EDTA (BPE) en présence de concentrations croissantes d'ADN. Lorsqu’il y a
interaction de la molécule testée avec I'ADN, on observe des modifications du spectre d'absorption.
L'hypochromicité (diminution de I'absorbance pour une longueur d'onde donnée) et 1’effet
batochrome (déplacement du maximum d'absorbance vers des longueurs d'onde supérieures)
traduisent I'interaction du composé avec ' ADN.

Voici les courbes correspondant aux indolizino[1,2-b]quinoléines portant une fonction

amine primaire 60-62.

60

0.57 0.5
8 0.4- ¢ L 04
C C
S 0.3 8 03
o o
2 0.24 202
< < Z 4

0.1 0.1 T—

0.0 T T T T T 0.0 ! ! ! ! T T

300 320 340 360 380 400 420 300 320 340 360 380 400 420
wavelength (nm) wavelength (nm)

62

0.5+

0.4-

0.34

0.24

Absorbance

0.1

00 T T T Ll
300 320 340 360 380 400 420

wavelength (nm)
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L’interaction des pyrroloquinoléines 60-68 avec ’ADN a été mise en évidence par
spectroscopie d’absorption. Pour chaque composé, nous avons observé des effets hypochrome et
batochrome importants. Par ailleurs, chaque composé montre un comportement isobestique,
caractéristique d’une interaction homogene avec I’ADN.

C’est avec les composés 60-62, portant une fonction amine primaire, que nous avons
observé les plus grandes différences d’absorbance; c’est pourquoi nous avons choisi de détailler
I’¢tude de ces composés qui sont significatifs de la série étudiée. Les 3 composés montrent une
interaction avec I’ADN.

Les composés 60 et 61 semblent avoir un effet hypochrome (DA = 0,20) plus important que
celui présenté par 62 (DA = 0,15). L’effet batochrome observé est également plus marqué : DI =15
nm pour les composés 60 et 61 alors que cette variation est de 10 nm pour le composé 62. Ceci
laisse supposer une interaction avec I’ADN plus forte pour les composés 60 et 61 que pour 62.
L’introduction d’une chaine solubilisante semble donc bénéfique pour I’interaction avec I’ADN.

Nous pouvons donc supposer que, dans la série des indolizinoquinoléines, la fonction
amine primaire renforce 1’affinité pour I’ADN et que I’introduction d’une chaine salifiable sur le

cycle quinoléinique est bénéfique.
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2) Test de dénaturation thermique:

La double hélice d'ADN possede une absorption propre (centrée sur 260 nm) qui est
inférieure a la somme des absorptions des deux brins séparés. Lorsque la température augmente, la
double hélice se désapparie progressivement et on observe une augmentation de l'absorbance.
L'étude de l'absorbance de la molécule d'ADN en fonction de la température permet de tracer une
courbe dont la progression est sigmoide. Le point d'inflexion de cette courbe appelé température de
dénaturation ou T,, correspond a la température pour laquelle 'ADN est présent a 50% sous la
forme double hélice et a 50% sous la forme de deux brins séparés. Nous pouvons observer sur le
graphique ci-dessous que cette valeur est voisine de 42 °C, pour le polymeére poly(dAT), dans les
conditions expérimentales fixées (BPE).

L'interaction d'un ligand avec I'ADN entraine généralement une stabilisation de la double
hélice, ce qui se traduit par une augmentation de la température de dénaturation. Sur le graphique
ci-dessous, on voit que la température de dénaturation de I’ADN li¢ au composé 71 est fortement
augmentée. La détermination du point d’inflexion, par la courbe de dérivé premicre, indique un
gain de T, de 4 °C (évolution de 42 a 46 °C).

La différence entre la température de dénaturation de 'ADN seul et celle de I'ADN lié au
ligand, notée DT, caractérise le pouvoir stabilisant du ligand étudié. Cette mesure est
proportionnelle a 'affinité du ligand pour 'ADN, ce qui permet de comparer les affinités relatives
dans une méme série chimique.

Le graphique ci-dessous montre également la courbe obtenue avec le composé 73 : on

observe deux points d’inflexion. Il s’agit d’une courbe dite biphasique.

poly(dAT),, r=0.1

3 <
2531
‘_Gg ©
(O] o
0‘8 < —=— poly(dAT) »
<< © —o—71
S —e— 73
o ]
O‘ ] ] ) L
30 40 50 60 70 80
temperature
(°C)
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Conditions de l'expérience:
ADN utilisés: ADN poly (dAT),

ADN de thymus de veau (42% de paires de base GC)
Solution a 20 uM d'ADN

1 molécule de ligand pour 2 nucléotides (r = 0,5).

Résultats :
DT, DT,
ADN poly (dAT),  ADN de thymus de ADN poly (dAT),  ADN de thymus de
veau veau
60 28,6 °C 19,4 °C 71 9,0 °C
61 19,8 °C 13,6 °C 72 11,0 °C
62 3,0 °C 1,9°C 73 DimT02%C
DT,,=472°C
63 12,8 °C 4,6 °C 74 7,0 °C
64 5,8°C 1,2°C 75 9,0 °C
65 0°C 0°C
66 3,0°C ND
67 0°C ND
68 0°C ND
69 2,0°C ND
70 1,0 °C ND

La double hélice d’ADN est stabilisée par les liaisons hydrogéne formées entre les bases.
L’ADN de thymus de veau qui posséde des plateaux GC est plus stable que le polymére poly
d(AT), qui ne possédent que des plateaux AT. En effet, un plateau GC est stabilisé par 3 liaisons
hydrogene et un plateau AT par 2 liaisons. La température de désappariement est donc plus élevée

pour ’ADN de thymus de veau dans les mémes conditions expérimentales.
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Discussion :

Dans la série des indolizinoquinoléines (composés 60-68), on observe une stabilisation de
la double hélice de I’ADN, mise en évidence par DT, pour les composés possédant une chaine
latérale pipéridinoéthoxy (composés 60, 61, 63, 64).

En ce qui concerne la fonction portée par le cycle pyridone, I’introduction d’une fonction
acide carboxylique (66-68) ne permet pas de stabiliser I’ADN : le DT, est trés faible voire nul. Par
contre, la substitution du motif hétérocyclique par une fonction amine primaire stabilise fortement
la double hélice : les DT, sont trés marqués et atteignent la valeur de 28,6 °C. Nous pouvons
¢galement constater que la fonction amine primaire (60-62) (DT,, moyen = 17 °C) stabilise
davantage I’ADN que la fonction amide (63-65) (DT, moyen = 6 °C).

L’introduction d’un cycle supplémentaire (quinopyrrolonaphthyridines 69 et 70) montre un
DT,, trés faible, ce qui sous-entend une faible interaction avec I’ADN. L’introduction de ce cycle

semble donc plutdt défavorable.

Dans la série des benzopyrrolizinoquinoélines, tous les composés entrainent une
stabilisation de la double hélice. Le groupement méthyle ou éthyle porté par le cycle quinoléinique
n’induit pas de modification en ce qui concerne 1’interaction avec I’ADN. On peut remarquer que
I’insertion d’un groupement hydroxyle ou méthoxy (71,72, 74, 75) entraine un DT,, de ’ordre de
8 °C, ce qui laisse supposer une interaction correcte avec I’ADN. L’introduction d’un deuxiéme
groupement pipéridinoéthoxy (73) entraine I’apparition d’un deuxiéme point d’inflexion dans la
mesure de 1’absorbance en fonction de la température (courbe biphasique). Ceci peut étre expliqué
par le fait que cette molécule interagit par deux modes d’interaction distincts avec I’ADN (deux
mécanismes d’interaction différents ou deux types de sites d’interaction). Le DT,, observé avec ce
compose est trés marqué (48,7 °C) ce qui laisse supposer que ce deuxieme mode d’interaction
stabilise fortement la double hélice. Le composé 73 est clairement un excellent ligand de I’ADN,

tout au moins en terme d’affinité.
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3) Mesure de la constante d’affinité pour ’ADN:

Les ¢tudes de fluorescence permettent de quantifier l'interaction des composés pour ' ADN.

Méthode:

La méthode consiste a mesurer la fluorescence d’un agent intercalant de référence, le
bromure d’éthidium (BET) (1,26 uM) en présence d’ADN (1 uM) et de concentrations variables en
ligand étudié.

Le principe de cette méthode repose sur le « quenching» de fluorescence du BET
provoqué par 1’oxygene dissous dans la solution aqueuse. En présence d’ADN, I’intercalation du
BET entre les plateaux de paires de bases conduit a une « protection » du fluorophore vis-a-vis du
milieu extérieur alors qu’en solution, I’émission de fluorescence du BET dans le domaine du
visible (I ¢, = 546 nm, | ., = 595 nm, rouge) est atténuée

L’addition dans le milieu d’une molécule affine pour ’ADN provoque une compétition
entre le BET et le composé, ce qui se traduit par un « quenching » de fluorescence et une émission
a 595 nm diminuée, dans nos conditions, d’un facteur 7. La variation de concentration en ligand
testé provoque un déplacement du BET de ’ADN vers le milieu aqueux expérimental. Une
diminution de fluorescence est enregistrée, pour chaque concentration étudiée, a partir de la courbe
exprimant la variation d’émission de fluorescence en fonction de la concentration en ligand testé.

La constante d’affinité apparente du ligand se calcule alors par I’équation :

Kapp = (1,26/IC50) X KBET

ot Kgpr = 10’ M (Morgan et al, 1979) et ICs, représente la concentration en ligand qui chasse

50% du BET.
Résultats:
Kapp (M) Kapp (M)

60 8,4.10° 69 0,3.10°
61 2,5.10° 70 0,4.10°
62 6,2.10* 71 4,2.10°
63 2,0.10° 72 2,8.10°
64 2,9.10° 73 8,6.10°
65 <10’ 74 1,8.10°
66 3,0.10°* 75 3,5.10°
67 1,2.10*
68 <10’
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L’ensemble des composés, excepté les composés 65 et 68, montrent une affinité
raisonnable pour 'ADN.

Le squelette quinopyrrolonaphthyridine semble le moins affin des trois squelettes étudiés
(Kepp = 0,3.10° M™). L’interaction des indolizinoquinoléines avec I’ADN dépend fortement des
fonctions portées sur I’hétérocycle. Par contre, le squelette benzopyrrolizinoquinoléine montre une
forte affinité pour I’ADN quelles que soient les modulations envisagées et nous pouvons donc
conclure qu’un squelette linéaire semble plus favorable qu’un squelette en croissant pour
I’interaction avec I’ADN.

Dans la série des indolizinoquinoléines, I’introduction d’une chaine pipéridinoéthoxy sur le
cycle quinoléinique augmente fortement D’affinité. En effet, les résultats montrent une affinité
multipliée par 100 lorsque la chaine est présente. L’introduction de cette chaine en position 2 ou en
position 3 ne semble pas modifier considérablement la force de Ilinteraction. Toutefois,
I’interaction est plus forte lorsque la chaine est introduite en position 3. En ce qui concerne la
fonction portée par le cycle pyridone, la fonction amine primaire confére la meilleure affinité pour
I’ADN devant la fonction amide et la fonction acide carboxylique. Ces trois fonctions sont
donneurs et/ou accepteurs de liaisons hydrogéne; ce type de liaison ne semble donc pas déterminant
dans I’interaction avec I’ADN. La fonction amine différe par le fait qu’elle est capable de former
des liaisons électrostatiques, probablement avec les phosphates de I’ADN, ce qui semble augmenter
considérablement 1’affinité.

Dans la série des quinopyrrolonaphthyridines, le cycle supplémentaire possédant une
fonction lactame ne permet pas d’établir une bonne interaction avec I’ADN.

Dans la série des benzopyrrolizinoquinoléines, I’introduction d’un groupement hydroxyle
ou méthoxy en position 8 influe peu sur la constante d’affinité pour I’ADN. Par contre, 1’insertion
d’une deuxieme chaine pipéridinoéthoxy augmente considérablement 1’affinit¢é pour ’ADN. Le
remplacement du groupement méthyle porté par la quinoléine par un groupe éthyle ne semble pas

influer sur I’interaction avec I’ADN.
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Conclusion :

En ce qui concerne l’interaction avec I’ADN, le squelette benzopyrrolizinoquinoléine
montre la meilleure affinité. Comme nous ’avions supposé dans la partie conception, un squelette
plus rectiligne est préférable a un motif en croissant pour 1’affinité a I’ADN.

L’introduction d’une ou plusieurs chaines pipéridinoéthoxy est trés favorable.

Dans la série des benzopyrrolizinoquinoléines, le composé 73 possédant deux chaines
pipéridinoéthoxy semble trés prometteur puisqu’il est tres affin pour I’ADN (K, = 8,6. 10° M) et
qu’il stabilise fortement la double hélice. De plus, les premiers tests suggerent qu’il posséde deux
modes d’interaction avec I’ADN.

L’introduction d’un groupement méthyle ou éthyle sur la quinoléine semble peu influent.
La substitution de la position 8 par un groupement hydroxyle est Iégérement plus favorable que par
un groupe méthoxy.

Dans la série des indolizinoquinoléines, I’introduction d’une chaine solubilisante est
essentielle : Iaffinité est alors multipliée par 100. Les composés possédant une fonction amine
primaire se démarquent : ils sont 10 fois plus affins que ceux possédant une fonction amide et 100
fois plus que ceux ayant une fonction acide. Dans cette série, le squelette n’empéche pas
I’interaction avec I’ADN mais il est insuffisant pour que cette interaction soit forte. Les deux

¢léments importants de 1’interaction sont donc la fonction amine primaire et la chaine salifiable.
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Il. Etude du mode defixation al' ADN.

1. Etude par dichroisme linéaire électrique:

Méthode :

Le dichroisme linéaire électrique permet de savoir si la molécule s'intercale entre les plans
de bases de I'ADN ou se loge dans le petit sillon de I'ADN. Cette méthode repose sur la différence
d'absorption observée dans un milieu rendu anisotrope par 1’application d’un champ électrique et
traversé par un faisceau de lumiére polarisée. Les molécules d'ADN s'orientent alors de fagon
paralléle au champ et les plateaux de paires de bases sont perpendiculaires a celui-ci. Il en résulte
une orientation privilégiée des moments électriques de transition p.. La solution est traversée par
un faisceau de lumiére polarisée incident . Les faisceaux résultants paralléle (A)) et perpendiculaire
(A~) au champ sont mesurés. On se place alors a la longueur d'onde maximale du chromophore et
le dichroisme réduit (DA/A) est calculé par I'expression:

DA/A = (A, - Ar)/A
- DA/A<O le moment de transition est parallele a celui des plateaux de paires de bases et

perpendiculaire a I'axe d'orientation de I'ADN, c’est le cas des agents intercalants.

- DA/A=0 valeur obtenue pour une orientation de 54°45' ou pour une orientation aléatoire des
ligands.
- DA/A>0 le moment de transition est plus ou moins perpendiculaire a celui des plateaux de

paires de bases et paralléle a 1'axe d'orientation de 'ADN, c’est le cas des ligands

du petit sillon.
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Seuls les composés de structure indolizino[ 1,2-b]quinoléinique portant une fonction amine
primaire ont été testés par cette méthode. L’étude de la variation du dichroisme réduit en fonction
de I’intensité du champ électrique montre que ces 3 composés présentent un dichroisme réduit
négatif, caractéristique d'un intercalant. Le composé 60 induit un dichroisme plus marqué que les
composés 61 et 62. L’insertion de la chaine solubilisante en 3 semble plus favorable pour

I’intercalation de la molécule dans 1’hélice d’ADN.
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2. Test de détorsion de I’ADN.

Méthode:

Ce test permet d’évaluer la capacité des ligands étudiés a réenrouler I’ADN, préalablement
relaxé par la topoisomérase I. Il permet une approche qualitative du mode d’interaction du ligand
avec I’ADN : si le ligand étudié a la capacité de réenrouler I’ADN, c’est qu’il a pu s’intercaler
entre les plateaux de bases.

Dans cette technique, on utilise de I’ADN circulaire superenroulé négativement extrait d’un
plasmide bactérien. Cet ADN est relaxé par la topoisomérase I humaine en absence ou en présence
du composé étudié. Les échantillons sont ensuite séparés par électrophorése sur gel d’agarose

horizontal. Aprés la migration, la révélation du gel est réalisée par le bromure d’éthidium.

Résultats:

O topoisomers

A

Nous avons réalisé ce test sur 3 benzopyrrolizinoquinoléines substituées par un
groupement méthyle. Les composés substitués par un groupe éthyle étant moins solubles et
présentant le méme profil que les précédentes, il n’a pas semblé nécessaire de les tester par cette
méthode. Ce test sera réalisé ultérieurement sur les composés 88 et 89.

La colonne 1 du gel représente I’ADN seul, dans sa forme superenroulée (Sc). La colonne
2 représente la migration de ’ADN en présence de topoisomérase I. Plusieurs fragments qui
correspondent a différents états de relaxation sont observés.

Nous avons ensuite étudié la détorsion de I’ADN en présence de concentrations croissantes
(de 0,1 a 50 uM) de 3 benzopyrrolizinoquinoléines 71-73. Pour le composé 72, I’hélice d’ADN est
réenroulée partiellement pour une concentration égale a 50 uM. Pour le composé 71, la molécule
d’ADN est réenroulée a partir de 20 uM. Ces deux composés n’ont donc pas une forte capacité a
réenrouler I’ ADN et on peut supposer que leur caractere intercalant est faible. Il semble donc qu’ils
interagissent avec ’ADN par un autre mode d’action. Le composé¢ 73, pour lequel nous avons

visualisé deux modes d’interaction distincts dans le test de température de dénaturation, réenroule
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I’ADN a partir de 5 uM. Il manifeste donc un caractére intercalant plus marqué que les 2 composés
précédents. Nous pouvons émettre 1’hypothése que ce composé interagit avec I’ADN, d’une part,
par le mode de fixation, propre a cette série, qui reste a déterminer et, d’autre part, par intercalation.
Ces conclusions sont des hypothéses qui doivent étre validées par d’autres techniques telles que le

dichroisme circulaire ou le dichroisme linéaire électrique.

3. Etude par dichroisme circulaire:

Méthode :

Le dichroisme circulaire résulte de I’activité optique d’une solution traversée par
une lumicre polarisée circulairement gauche puis droite. Il est défini par la différence
d’absorbance entre deux faisceaux : DA = A, - Ay ou A, représente 1’absorbance en
lumicre polarisée circulairement gauche et Ay I’absorbance en lumiére polarisée
circulairement droite. Dans le cas présent, la méthode est basée sur la différence
d'absorption observée pour I’ADN seul (qui possede son propre CD di aux interactions
entre des bases voisines) et pour I’ADN en présence du ligand étudié. La fixation du ligand
perturbe la structure de la double hélice et crée des effets d’écran entre les bases, ce qui
modifie les absorbances résultantes. Le dichroisme circulaire (CD) est mesuré en fonction
de la longueur d’onde. En régle générale, la fixation d’une molécule dans le petit sillon de
I’ADN se traduit par 1’apparition d’un signal dichroique positif (DA > 0) alors que les
agents intercalants donnent lieu un signal dichroique de signe négatif et d’amplitude faible,
voire aucun signal dans la plus part des cas (DA < 0 ou = 0). Cependant, il s’agit 1a d’un
comportement général, relativement empirique. La théorie du CD est fort complexe et le
moindre mouvement du ligand a D’intérieur d’un site de fixation, par exemple pour une
molécule plus ou moins insérée entre les paires de bases de I’ADN, peut induire des
variations importantes du signal CD (Lyng et al., 1991 ; Lyng et al., 1992). C’est pourquoi
il est nécessaire de confronter les résultats des analyses de dichroisme circulaire par
d’autres méthodes biochimiques ou spectroscopiques (dichroisme linéaire électrique

notamment).
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Résultats:

CD[mdeg]

-—
240 290 340 390 440

wavelength (nm)

Pour les trois composés, on observe un signal de dichroisme circulaire positif entre 320 et
400 nm. Ceci est caractéristique du comportement d’un ligand du petit sillon. On remarque
¢galement que les composés 71 et 72 montrent un signal marqué dans cette zone de longueur
d’onde alors que le composé 73 entraine un signal plus faible. Or, le composé 73 est celui qui
posséde la meilleure affinité pour I’ADN. Ce résultat semble donc corrélé avec le changement du
mode de fixation observé lors du test de température de dénaturation.

Cette technique suggeére donc que les composés 71 et 72 interagissent avec I’ADN en se
positionnant dans le petit sillon alors que le composé 73 est un moins bon ligand du petit sillon
mais probablement un meilleur agent intercalant. Ces conclusions doivent étre confirmées par
d’autres techniques. Des études par la technique de dichroisme linéaire électrique sont en cours de

réalisation.
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I11. Sélectivité de séquence.

Méthode :

Cette méthode permet de déterminer si la fixation a I’ADN est dépendante de la séquence
nucléotidique. La technique de footprinting ou d'empreinte a la DNase I (endonucléase) consiste a
digérer partiellement 'ADN seul ou complexé a la molécule par la nucléase. Une incubation de
I'ADN en présence ou non de la molécule a tester, a température ambiante, permet de réaliser
1'équilibre de liaison ADN-ligand. La réaction est initiée par 1'ajout de la DNase I a température
ambiante. La digestion est stoppée apres 3 minutes par congélation a - 80 °C. Aprés dénaturation
des échantillons (désappariement des 2 brins), ces derniers sont déposés sur un gel de
polyacrylamide sur lequel on réalise une électrophorese. Apres révélation, chaque bande est
identifiée par comparaison avec sa position relative a des standards de séquence générés par
traitement de 'ADN avec du sulfate de méthyle (réaction de type Maxam-Gilbert). L'intensité de
chaque bande est ensuite intégrée en utilisant le logiciel ImageQuant. Les différences d'intensité
sont enfin calculées et reportées sur un graphe de clivage relatif.

Deux phénomeénes sont observés:

- une augmentation de l'action de la DNase sur certaines séquences, ce qui correspond a des
séquences ou le composé ne se lie pas.

- une diminution de I'action de la DNase sur les séquences ou se fixent préférentiellement
le composé.

Lorsque I'activité de la DNase n'est pas modifiée par la présence du composé, cela signifie
que l'affinité du composé vis-a-vis de I'ADN est faible ou que le composé ne reconnait pas de

séquence spécifique.
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Seuls les composés de structure indolizino[1,2-b]quinoléinique portant une fonction amine

primaire ont été testés par cette méthode.

Le composé 62 n'induit pas de modification dans le clivage de 'ADN, ce qui peut étre
expliqué par la faible affinité montrée précédemment. Les composés 60 et 61 entrainent une
diminution de I'activité DNasique sur des sites riches en bases G-C et une augmentation de cette
activité sur des séquences riches en bases A-T. Ceci traduit une affinité particuliére pour des

séquences G-C. La sélectivité de séquence montrée pour ces bases vis-a-vis des plateaux A-T est

caractéristique du comportement d'un intercalant.
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V. Cross-link.

Méthode:

Cette technique consiste a former un pont covalent entre le ligand étudié et la molécule

d’ADN (au niveau de la fonction amine d’une des bases de I’ADN) par I’intermédiaire d’une

molécule de formaldéhyde. Cette technique est utilisable si le ligand étudié¢ posséde une fonction

amine primaire qui pourra réagir avec le formaldéhyde et si cette fonction amine est suffisamment

proche d’un groupement NH, de I’ADN. Le ligand (20 ou 50 uM) est mis en présence d’ADN

radioactif (fragment de 117 bp) pendant 15 minutes afin d’atteindre 1’équilibre de liaison. Du

formaldéhyde (1% en solution tamponnée a pH 8,2) est alors ajouté. Apres 1 heure d’incubation a

37 °C, I’ajout d’éthanol froid entraine la précipitation de I’ADN libre et de I’ADN li¢ au ligand. Le

résidu est alors soumis a une électrophorése sur gel de polyacrylamide a 6% dans des conditions

non dénaturantes. L’ ADN dont la charge globale est négative migre vers I’anode. Si le ligand s’est

li¢ a I’ADN, un retard de migration est observé. Il peut étre expliqué par I’augmentation de masse

occasionnée par le ligand ou par la modification de la charge globale si le ligand est chargé

positivement. La liaison du formaldéhyde seul n’affecte pas la migration de I’ADN.

Résultats (Perzyna et al., 2002°):
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L’étude du gel de polyacrylamide montre un retard dans la migration de ’ADN lorsque
celui-ci est incubé en présence des ligands 60-62 et de formaldéhyde. Cela signifie que les
pyrroloquinoléines comportant une fonction amine primaire permettent de former un pont entre
leur fonction amine et celle d’une base de I’ADN par Dl’intermédiaire d’une molécule de
formaldéhyde. Il est probable que la base d’ADN qui est impliquée dans cette liaison soit une
guanine car les ligands étudiés sont intercalés entre les plateaux GC. Nous pouvons donc conclure
que la fonction amine des ligands ¢tudiés se situe a une faible distance de la fonction amine d’une
guanine. De plus, la fonction amine des guanines pointent dans le petit sillon de I’ADN. Nous
pouvons donc affirmer que les pyrroloquinoléines étudiées sont intercalées dans la double hélice et

que leur fonction amine primaire est orientée vers le petit sillon de I’ADN.
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V. Tests cdlulaires; mesure du pouvoir anti-prolifér atif.

Ces tests ont été réalisés par le Docteur Nicole Pommery et Amélie Lemoine (Institut de Chimie

Pharmaceutique Albert Lespagnol, EA 2692).

Les molécules sont testées pour leur caractére anti-prolifératif sur 3 lignées cellulaires
cancéreuses. Les lignées cancéreuses PC3, MCF7 et L1210 correspondent respectivement a des
cellules prostatiques humaines hormono-indépendantes et issues de métastases osseuses, des
cellules humaines provenant d’un adénocarcinome mammaire et a des cellules établies a partir
d’une leucémie lymphoide murine. Le choix de ces lignées a été dicté par 1’objectif de I’équipe
tendant a mettre en évidence des composés actifs sur des lignées cancéreuses représentatives de
cancers difficilement curables par les traitements anticancéreux actuels. La lignée L1210 est, quant

a elle, utilisée plus classiquement dans les tests de screening des molécules a visée antitumorale.

Protocole utilisé sur la lignée PC3:

Les cellules sont ensemencées dans leur milieu de culture (RPMI + 10% de sérum de veau
feetal) dans des plaques 24 puits a raison de 18 000 cellules par puits et on les laisse se multiplier
pendant 72 heures. On réalise ensuite une phase de quiescence, pendant 24 heures, pendant laquelle
les cellules sont privées de tout facteur de croissance. Cette phase permet de synchroniser les
cellules.

Les molécules a différentes concentrations (107 a 10° M) sont mises au contact des
cellules pendant 72 heures. A l'issue de ce traitement, on évalue leur activité par le test MTT. Ce
test met en jeu le bromure de 3-(4,5-diméthylthiazolyl)-2,5-diphényltétrazolium (MTT), sel de
couleur jaune soluble dans Il'eau. Les cellules vivantes possédent des déshydrogénases
mitochondriales, enzymes capables de cliver ce sel en un dérivé formazan, de couleur bleue,
insoluble en milieu aqueux. Le MTT est laissé¢ au contact des cellules traitées pendant 4 heures,
puis les cristaux bleus de formazan formés sont solubilisés dans une solution de SDS
(dodécylsulfate de sodium) solubilis¢ dans HCl pendant 12 heures a 37 °C. On mesure alors la
densité¢ optique (DO) des différents puits a 570/630 nm, proportionnelle au nombre de cellules
vivantes. On peut ainsi déterminer le pourcentage de croissance:

% de croissance = (DO 7,1, — DO )/(DO o) x 100
On calcule ensuite la Clsy de chaque composé, c'est-a-dire la concentration qui inhibe 50%

de la prolifération cellulaire.
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Protocole utilisé sur la lignée MCF7:

Les cellules sont ensemencées dans leur milieu de culture (MEM + 10 % de sérum de veau
feetal) en plaques de 24 puits a raison de 30 000 cellules par puits. On les laisse adhérer et se
multiplier pendant 24 heures.

Les molécules a tester sont mises au contact des cellules pendant 72 heures a des
concentrations variant de 10”7 & 10”° M. A I’issue de ce traitement, on évalue leur activité grace au

test MTT.

Protocole utilisé sur la lignée L1210:

Les cellules sont ensemencées dans leur milieu de culture (RPMI + 10 % de serum de veau
feetal) en plaques de 24 puits a raison de 10 000 cellules par puits. Les molécules a tester sont mises
au contact des cellules pendant 72 heures, a des concentrations variant de 107 a 10° M. A I’issue
de ce traitement, la croissance cellulaire est évaluée par numération sur cellule hématimétrique de

Nageotte.

% de croissance = [(N7; — Ng)/Np] x 100

avec N, est le nombre de cellules aprés 72 heures d’incubation

et Np est le nombre de cellules présentes dans le puits au moment du traitement.
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Résultats (Perzyna et al., 2003):

Les résultats des tests cellulaires sont exprimés en Clso, c’est-a-dire la concentration

inhibant 50% de la croissance de la culture témoin ou en pourcentage d’inhibition correspondant a

la plus forte concentration testée.

L1210 MCF7 PC3
CPT Cls = 0,055 uM Clsp=0,32 uM Clso=0,31uM

60 Clso= 1,0 uM Clso=6,5 uM >50 uM
61 Clso=4,5 uM Clso = 4,6 uM Clso=7,8 uM
62 32% d’inhibition a 10 yM  20% d’inhibition a 10 uM > 50 uM
63 44% d’inhibition a 10 uM 8% d’inhibition a 10 pM >50 uM
64 26% d’inhibition a 10 uM  12% d’inhibition a 10 pM > 50 uM
65 > 50 uM >50 uM >50 uM
66 > 50 uM > 50 uM > 50 uM
67 10% d’inhibition a 1 uM >5uM >5uM
68 10% d’inhibition a 1 uM >5uM >5uM
69 17% d’inhibition a 1 uM >5uM >5uM
70 22% d’inhibition a 1 uM >5uM 9% d’inhibition a 1 pM
71 0,55 uM 0,55 uM ND
72 3,9 uM 5,3 uM ND
73 0,55 uM 4,6 uM ND
74 0,55 uM 6,3 uM ND
75 problémes de solubilité problémes de solubilité ND
88 3,4 uM > 50 uM ND
89 ND ND ND

Dans la série des indolizinoquinoléines et des quinopyrrolonaphthyridines, I’ensemble des

composes testés n’a pas montré de cytotoxicité trés marquée sur les lignées MCF7 et PC3, lignées

cellulaires connues pour leur résistance a de nombreux agents anti-cancéreux. Sur la lignée L1210,

qui est une lignée plus sensible, la plupart des composés ont montré un caractére cytotoxique a

forte concentration. Deux composés se sont démarqués : il s’agit des molécules 60 et 61 qui

possedent une fonction amine primaire et une chaine solubilisante. Ils ont également manifesté un

caractere cytotoxique sur les lignées MCF7 et PC3 avec une Clsy de I’ordre du micromolaire. Dans
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cette série, on aboutit aux mémes conclusions que pour 1’affinité a I’ADN : la fonction amine
primaire est nécessaire pour la cytotoxicité et la chaine latérale joue un réle crucial.

Dans la série des benzopyrrolizinoquinoléines, la plupart des composés ont montré un
caractére cytotoxique sur les deux lignées cellulaires étudiées (les tests sur la lignée PC3 sont en
cours). Le composé 71 montre une forte toxicité sur la lignée MCF7 avec une Cls, égale a
0,55 uM. La cytotoxicité des composés possédant un groupe éthyle sur la quinoléine est plus faible
que celle de leurs analogues possédant un groupement méthyle. Ceci peut étre expliqué par la
diminution de la solubilité en milieu aqueux due a la chaine hydrocarbonée plus longue. En effet,
nous avons observé, pour le composé 75, la formation de cristaux dans le milieu de culture.
L’introduction d’une chaine solubilisante semble nécessaire car le compos¢ témoin 88 possédant
deux fonctions phénol est faiblement cytotoxique. Par contre, I’insertion d’une deuxi¢me chaine
semble plutdt défavorable : le composé 73 montre une cytotoxicité modérée alors qu’il possede la
meilleure affinit¢ pour I’ADN. Afin de déterminer si I’insertion d’une chaine pipéridinoéthoxy est
deéfavorable en position 8, nous avons synthétisé le composé 89 qui n’a pas encore été testé. A
partir des résultats concernant le composé 73, nous pouvons avancer 1’hypothése que 1’insertion
d’une chaine est défavorable en cette position ou que le fait que les 3 atomes d’azote protonés de ce

composé induisent une trop grande charge pour qu’il franchisse les barriéres membranaires.
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V1. Inhibition delatopoisomérasel.

Méthode:

Un test de relaxation de ’ADN par la topoisomérase I a été utilis¢ afin d’évaluer de
maniére qualitative le pouvoir inhibiteur sur cette enzyme des molécules des 3 séries. Dans cette
technique, on utilise de I’ADN circulaire superenroulé négativement extrait d’un plasmide
bactérien. La relaxation de cet ADN par la topoisomérase I humaine est étudiée en absence ou en
présence du composé testé. L’ADN est tout d’abord coupé par I’enzyme. Lorsque le ligand est
inhibiteur de la topoisomérase, I’ADN sera observé dans sa forme clivée. Si la topoisomérase finit
son cycle catalytique, ’ADN est resoudé et sera dans sa forme relaxée. Afin de visualiser I’ADN
dans cet état, on ajoute du bromure d’éthidium (molécule intercalante) qui permet le réenroulement
de la double hélice mais de maniére positive cette fois. Trois formes d’ADN peuvent donc étre
observées : I’ADN surenroulé négativement noté Sc, I’ADN clivé noté Nck et I’ADN relaxé puis
réenroulé noté Rel. Ces formes peuvent étre séparées par électrophorése sur gel d’agarose
horizontal. Cette expérience a également été réalisée avec la camptothécine, inhibiteur spécifique

de la topoisomérase I (témoin positif).

Résultats:

60 61 62
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La premiére colonne correspond a I’ADN seul qui est donc dans sa forme surenroulée
négativement. La deuxiéme colonne montre I’ADN relaxé en présence de topoisomérase I. En
présence de camptothécine (colonne 3), le complexe ADN-topoisomérase I est piégé et on observe
majoritairement I’ ADN clivé.

En présence des différentes pyrroloquinoléines & des concentrations variant entre 5 et
50 uM, on observe de ’ADN relaxé et de I’ADN clivé. Lorsque la concentration atteint 50 uM, on
observe un retard dans la migration de I’ADN relaxé, ce qui peut étre expliqué par la liaison du
ligand a I’ADN, dont la migration est modifiée.

L’intensité de la bande correspondant a I’ADN relaxé ne varie pas en fonction de la
concentration en ligand étudié. Il en est de méme pour la bande correspondant a I’ADN clivé. Cette
observation signifie que les composés testés ne manifestent pas de caractére inhibiteur sur la
topoisomérase I. La présence d’ADN clivé peut étre expliquée par le déroulement normal du cycle

catalytique qui passe par cet intermédiaire.
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L’objectif de nos travaux était de concevoir et de synthétiser de nouveaux composés ligands
de ’ADN. Nous avions pour but de proposer de nouvelles structures intercalantes de I’ADN et qui, en
plus de ce pouvoir de stacking, posséderaient un autre mode d’action (inhibiteur de topoisomérase I,

inhibiteur de télomérase...).

Nous avons tout d’abord travaillé avec des analogues simplifiés de la camptothécine. Ces
molécules possédent le squelette indolizino[1,2-b]quinoléinique de la camptothécine et sont
fonctionnalisées sur le cycle pyridone. Ensuite, nous avons synthétis¢ des composés a motif
benzopyrrolonaphthyridine, composés pentacycliques dont la forme générale est en croissant. La
plupart des composés intercalants de I’ADN possédent un ensemble hétérocyclique rectiligne, c’est
pourquoi nous nous sommes intéressés a la synthése de benzopyrrolizinoquinoléines. Ces dernieres

sont constituées d’un ensemble pentacyclique qui n’a jamais ¢té décrit dans la littérature.

Toutes ces molécules ont en commun un cceur quinoléinique que nous avons formé par la
méthode de Friedldnder, voie d’accés qui permet I’obtention de quinoléines par condensation d’oO-
aminobenzaldéhydes ou d’0-aminocétones avec des cétones énolisables. Nous avons tout d’abord
synthétisé 3 0-aminobenzaldéhydes et 4 0-aminocétones, ainsi que 2 séries de cétones énolisables.
C’est lors de la synthése des cétones énolisables que nous avons rencontré le plus grand nombre de
difficultés. En effet, la synthése de ces synthons est longue (jusque 10 étapes), la purification des
intermédiaires n’est pas aisée et beaucoup ne peuvent étre stockés en raison de leur faible stabilité.
Nous avons ensuite mis au point les conditions de la réaction de Friedldander et nous avons proposé

une synthése par 1’assistance des micro-ondes qui a fait I’objet d’une publication.

L’ensemble des composés synthétisés ont ¢té testés pour leur affinité a I’ADN et pour leur
caractere cytotoxique sur les lignées cancéreuses L1210 (leucémie murine), MCF7 (lignée humaine du
cancer du sein) et PC3 (lignée humaine du cancer de la prostate). Ces tests nous permettent de
proposer un ensemble de relations structure-activité. Nous pouvons comparer les
indolizinoquinoléines et les quinopyrrolonaphthyridines. Toutefois, il ne nous semble pas judicieux de
rapprocher ces composés des benzopyrrolizinoquinoléines étant donné la différence de leur mode

d’action avec I’ADN.
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> Série des indolizinoquinoléines et des benzopyrroloquinoléines :

Ce squelette tétra- ou pentacyclique ne permet pas a lui seul, comme on pouvait s’y attendre,
une bonne interaction avec I’ADN. Les tests d’affinité pour I’ADN montrent que I’introduction d’une
chaine pipéridinoéthoxy sur le cycle quinoléinique est capitale. De plus, cette chaine permet de
conférer a ces molécules une bonne solubilité en milieu aqueux. En ce qui concerne les groupements
introduits sur le cycle pyridone, seule la fonction amine primaire confeére une forte affinité pour
I’ADN. L’introduction d’un groupement amide a montré une affinit¢ moyenne alors que la
substitution par une fonction acide carboxylique est défavorable. L’obtention des

benzopyrroloquinoléines par une cyclisation entre les positions 7 et 8 est défavorable pour I’affinité a

I’ADN.

* CH,NH, +++
N /\ N O CONH, +
N N z
N N~ COOH -

+++
CH, j
\

cyclisation en lactame
a 6 chainons

Nous pouvons donc dire que le cycle quinoléinique doit porter un groupement capable de
former de liaisons électrostatiques avec I’ADN (atome d’azote protoné essentiel), de préférence en
position 3. Le cycle pyridone est substitué de maniere optimale par une fonction amine primaire,
groupement donneur-accepteur de liaisons hydrogene et capable de former des liaisons ioniques avec
I’ADN.

Les 11 composés des 2 premieres séries ont €té testés pour leur caractére cytotoxique sur les 3
lignées cellulaires précitées. Seuls les composés possédant une fonction amine et une chaine
solubilisante montrent un caractére cytotoxique intéressant sur ces trois lignées (Cls, de 1’ordre du
micromolaire).

Aucun composé de ces séries n’a manifesté de caractere inhibiteur sur la topoisomérase 1. Ce
résultat était prévisible compte-tenu de la délétion du cycle lactonique de la camptothécine.

Nous avons cherché a déterminer le mode d’interaction avec ’ADN des trois composés
substitués par une fonction amine qui ont montré une forte affinit¢é pour 1I’ADN
(10" M < K,pp < 10° M), Une étude par dichroisme linéaire électrique a mis en évidence leur
caractére intercalant et 1’expérience d’empreinte a la DNase [ a révélé qu’ils reconnaissaient

préférentiellement les séquences GC aux enchalnements AT. La présence d’une fonction amine
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primaire a également permis de réaliser une étude cross-link avec le formaldéhyde, ce qui a fait 1’objet
d’une publication. Nous avons alors pu déterminer que la fonction amine primaire était a une courte
distance de la fonction amine d’une guanine. Nous pouvons donc affirmer que la fonction amine de la

molécule testée pointe vers le petit sillon de I’ADN.

fonction amine primaire
essentielle

CHNNH, —— vers le
petit sillon d'ADN

groupement capable

de former des liaisons ioniques CH
essentiel 3
60 61
(chaine en position 3) (chaine en position 2)
Kopp M) 8,4.10° 2,5.10°
Mode d’interaction . )
intercalant intercalant
avec I’ADN
L1210 Clso=1,0 uM Clso=4,5 uM
MCF7 Clso = 6,5 uM Clso =4,6 uM
PC3 >50 uM Clso=7,8 uM
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> Série des benzopyrrolizinoquinoléines :

Ce squelette pentacyclique permet une bonne interaction avec I’ADN. L’ensemble des
composés synthétisés ont montré une forte affinité pour ’ADN (K,,, de ’ordre de 10° M™). La
substitution de la quinoléine par un groupement méthyle est préférable & un groupe éthyle. Le
remplacement de 1’hydroxyle de la quinoléine par une chailne pipéridinoéthoxy est favorable.
L’introduction d’un deuxiéme groupe pipéridinoéthoxy en position 8 confére la meilleure affinité pour
I’ADN. La substitution de cette position 8 par une fonction phénol est plus favorable que celle par un

groupement méthoxy.

- HO

+++ PpipéridineCH,CH,O

OCH,CH,pipéridine +++

Le composé possédant les deux chaines pipéridinoéthoxy a montré au cours des tests
d’affinité deux modes d’interaction avec I’ADN. Les premiers résultats concernant 1’étude du mode
d’interaction de ces molécules avec I’ADN semblent révéler qu’elles interagissent avec I’ADN en tant
que ligand du petit sillon. Le deuxiéme mode d’action par lequel le composé possédant les 2 chaines
interagit avec I’ADN serait 1’intercalation entre les plateaux de bases. D’autres tests sont en cours afin
de confirmer ces hypotheses et d’étudier la séquence nucléotidique reconnue par ces composes.

Nous pouvons tout de méme conclure que ce squelette montre une forte affinité pour I’ADN.

Aucun des différents substituants introduits n’est fortement défavorable pour I’affinité.

Les molécules qui ont montré la plus forte cytotoxicité sur les lignées L1210 et MCF7 sont
celles qui possédent une chaine pipéridinoéthoxy. Il semble que I’introduction de 2 chaines ne soit pas
favorable : on peut avancer I’hypothése que la molécule a alors du mal a franchir les barricres
membranaires a cause d’un trop grand nombre de charges ou que l’insertion d’un groupement
encombrant en position 8 soit défavorable. D’autre part, la molécule possédant 2 fonctions phénol n’a

pas manifesté un fort caractére cytotoxique.
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CH,CH, -

R, R, Effet sur la cytotoxicité

OH OH —

OH OCH,CH,pipéridine ND
OCH,CH,pipéridine OH A+
OCH,CH,pipéridine OCH,CH,pipéridine +
OCH,CH,pipéridine OCH; +/-

En conclusion sur cette série, il semble qu’il faille trouver un compromis entre forte
interaction pour I’ADN et caractére cytotoxique marqué. Nous pouvons proposer les composés
possédant une seule chaine solubilisante qui montrent une forte cytotoxicité sur la lignée MCF7 et une
bonne affinité pour ’ADN. Le composé possédant les deux chaines pipéridinoéthoxy reste a 1’étude
pour son interaction originale avec ’ADN: il montre une double interaction avec 1I’ADN,

intercalant/ligand du petit sillon.

O 71 73

N
\ Kopp M) 4,2.10° 8,6.10°
o X Mode d’interaction | o ligand du petit
N ligand du petit sillon . )
NG S O avec ’ADN sillon / intercalant
OR L1210 Clso= 0,55 uM Clso= 0,55 uM
L ReH MCEF7 Clsp=0,55 uM Clso=4,6 uM

73: R = CH,CH,pipéridine

Le caractére inhibiteur potentiel de ces composés sur la télomérase (notamment pour le

compose possédant les 2 chalnes aminées) sera prochainement étudié.
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Le squelette benzopyrrolizinoquinoléine semble étre un meilleur ligand de ’ADN que le
squelette indolizinoquinoléine. Son mode d’action avec I’ADN (ligand du petit sillon) est original
pour une structure polycyclique plane. Contrairement a ce que nous supposions, le squelette en
croissant interagit préférentiellement par intercalation alors que le squelette plus linéaire se positionne
plus facilement dans le petit sillon. Certains composés montrent une cytotoxicité marquée sur les

lignées MCF7 et PC3.

L’¢évaluation pharmacologique des benzopyrrolizinoquinoléines en cours de synthése nous
permettra d’étoffer les relations structure-activité déja établies. L’évaluation de I’activité anti-
télomérase potentielle reste a réaliser et nous pourrons alors comparer les indolizinoquinoléines
possédant les 2 chalnes aminées (molécules en cours de synthése) avec les

benzopyrrolizinoquinoléines possédant également deux groupes pipéridine.

Dans la sériec des indolizinoquinoléines, la position 7 substituée actuellement par un
groupement méthyle pourra étre fonctionnalisée : la possibilité d’arracher un proton de ce groupe par
une base forte telle que I’hydrure de sodium ou le butyllithium permettra d’introduire divers
groupement et notamment une fonction alcool, qui est montrée comme essentielle dans le complexe
ternaire ADN-topoisomérase I-topotécan.

- R sera de préférence
une amine primaire

- insertion d'une 2¢me chaine aminée
de type pipéridinoéthyl, en accord
avec les relations structure-activité
connues des inhibiteurs de télomérase

OH

- fonction alcool libre

- substitution de la fonction alcool
par un groupe aminé

- estérification de la fonction alcool
- controle de la stéréochimie

du carbone afin d'orienter
correctement la fonction alcool

- cyclisation afin de bloquer
la rotation de la fonction alcool
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Dans la série des benzopyrrolizinoquinoléines, il reste a déterminer le motif hétérocyclique
minimum pour obtenir une bonne affinité pour I’ADN et les fonctions les plus favorables pour obtenir
une forte cytotoxicité. Il faut également comprendre quels groupements conférent la préférence pour
le petit sillon et lesquels sont nécessaires pour un caractére intercalant. L’insertion d’une fonction
amine primaire, qui s’est montrée trés favorable dans la série précédente, est a envisager.

Nous pouvons également espérer connaitre le sens d’insertion de la molécule dans le petit sillon
en introduisant des groupements affins pour ’ADN (fonction aminée par exemple) qui devraient
augmenter 1’affinité s’ils sont introduits sur le site favorable mais aussi des substituants encombrants
(groupement benzylique par exemple) qui pourraient entrainer une incompatibilité stérique et donc

diminuer I’affinité.

insertion d'une fonction aminée

insertion d'un groupe encombrant

chaine pipéridinoéthoxy

groupement hydroxyle F\
N
N
~
N \
\ insertion d'une fonction
amine primaire
insertion d'une fonction
insertion d'une fonction alcool amine substituée mais
peu encombrante

introduction d'un groupe pipéridinoéthoxy

substitution par une fonction aminée

insertion d'un groupe encombrant
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Partie Expérimentale

Acét opyruvate d' éthyl e

CH, CH,
(0] OEt
I —_— © = OH
(0] OEt
CH,CH,00C" =0 CH,CH,00C” O
1

REACTIFS::
Sodium 12¢g 1 eq. 0,52 at.g
Ethanol absolu 270 mL
Oxalate d'¢thyle 0,9 eq. 65 mL 0,47 mol
Acétone 0,9 eq. 35mL 0,47 mol
PROTOCOLE :

L'éthanolate de sodium est préparé en ajoutant le sodium par petites quantités a I'éthanol
absolu préalablement séché sur tamis moléculaire.

Apres disparition du sodium, le mélange oxalate d'éthyle/acétone est ajouté goutte-a-goutte
a l'¢thanolate de sodium. Il se forme un précipité blanc qui évolue rapidement vers le jaune. Le
mélange jaune intense prend en masse et on laisse agiter pendant 1 h. Le précipité est essor¢ et lavé
par I'éthanol.

Le précipité est ensuite dissous dans 144 mL d'eau, puis acidifi¢ par H,SO, concentré
(19,2 mL) jusqu'a I'obtention d'une solution de couleur orange, extraite par le dichlorométhane. La
phase organique est lavée plusieurs fois par une solution de NaHCO; 10% jusqu'a neutralité et
séchée sur MgSO, puis évaporée. L'huile jaune orangée obtenue est ensuite purifiée par distillation
sous pression réduite afin d'obtenir I'acétopyruvate d'éthyle sous forme d'une huile incolore.

RMN (CDCl;) :

1,38 t, 3H, J=7,2 Hz, COOCH,CH3; Huile incolore

2,28 s, 3H, CH=COHCHjs; Rdt=72%

4,25 q, 2H, J=7,2 Hz, COOCH,CH; Rf (Cyclohexane 6/AE 4) = 0,71
6,39 s, 1H, CH=COHCHj; E =108 °C (12 mm Hg)

IR :

1599 n C=C (énol)
1638 n CO (oxalate)
1733 n CO (cétone)
1740 n CO (ester)
2986 n OH (énol)
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Partie Expérimentale

2- Et hoxy- 4- oxopent - 2- énoate d’ ét hyl e

CH,
\O
I — ¥CH3
X
CH,CH,00C )
CH,
1 2
REACTIFS :
Acétopyruvate d’éthyle 1 10g 1 eq. 63 mmol
Chlorure d’ammonium 0,7¢g 0,2 eq. 13 mmol
Orthoformiate de triéthyle 1,3 eq. 13,6 mL 82 mmol
Ethanol absolu 20 mL

PROTOCOLE :

Le chlorure d’ammonium utilisé est conservé au dessiccateur, 1’éthanol absolu est stocké
sur tamis moléculaire et 1’ orthoformiate de triéthyle est distillé.

Le chlorure d'ammonium et I'éthanol sont placés sous atmosphere d’azote. Le
chloroformiate de triéthyle et 1’acétopyruvate d'éthyle sont ensuite ajoutés par un septum. Le
mélange est agité pendant 7 jours a température ambiante.

Lorsque la réaction est terminée, le chlorure d'ammonium est filtré, puis lavé par I'éther. On
évapore sous vide I'éthanol et I'éther. Le résidu huileux est hydrolysé dans 100 mL d'eau, puis
extrait par 1'éther. La phase organique est lavée par une solution de NaHCO; 10%, par I'eau et enfin
par une solution d'eau saturée en NaCl. Apres évaporation, on obtient 1'é¢ther d'énol 2 sous forme

d'huile jaune.

Cette huile est purifiée par distillation sous pression réduite (127-129°C sous 11 mm Hg).

RMN (DMSO-0) :

1,304 1,37
2,38
4,00
4,30
6,22

IR:

1576
1680
1733

© 2003 Tous droits réservés.

M, 6H, COOCHzCH:; et OCHzCH3

s, 3H, COCH;

q, 2H, J=7,2 Hz, OCH,CHj

q, 2H, ] = 7,2 Hz, COOCH,CHj
s, 1H, CHCOCHj;

n C=C
n CO (cétone)
n CO (ester)

Huile jaune clair

Rdt =84%

Rf (Cyclohexane 6/AE 4) = 0,65
E=127-129 °C (11 mm Hg)
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Partie Expérimentale

3- Cyano- 6- ét hoxycar bonyl - 4- nét hyl pyri di n- 2-

one
B
CH,
2 3

REACTIFS :
Ether d'énol 2 S5¢g 1 eq. 27 mmol
Cyanoacétamide 2,52 ¢ 1 eq. 27 mmol
Carbonate de potassium 42¢g 1 eq. 27 mmol
Acétone 60 mL
PROTOCOLE :

Le matériel est séché et la réaction est réalisée dans des conditions anhydres. Le
cyanoacétamide est séché au dessiccateur, le carbonate de potassium est séché a 1'étuve et 1'acétone
est conservée sur CaCl,. Le mélange de cyanoacétamide et d'acétone est porté a reflux. Le
carbonate de potassium est ensuite ajouté par petites portions. Le milieu réactionnel est alors placé
sous atmosphere d'azote. L'éther d'énol 2 est ensuite introduit goutte-a-goutte par un septum. Le
milieu réactionnel est agité pendant 18 h a reflux de 1'acétone.

Le milieu réactionnel est dilué¢ dans 500 mL d'eau, puis acidifi¢ par de l'acide sulfurique
3 N jusqu'a l'obtention d'un précipité orangé. Le précipité est essoré et lavé par de l'eau acide. Il est
ensuite séché a 1'étuve a 50°C. Il est utilisé sans purification supplémentaire dans 1'étape suivante.

RMN (CDCl;) :

1,47 t, 3H, J =7,0 Hz, COOCH,CH; Solide rose clair

2,55 s, 3H, CH; Rdt =90%

4,47 g, 2H, J = 7,0 Hz, COOCH,CHj; Rf (CH,Cl, 98/ CH;0H 2) = 0,65
6,96 s, 1H, Hs F =236 °C (acide acétique 50%)

11,25 s, 1H, NH (échangeable dans D,0)
IR:
1635 n CO (pyridone)

1720 n CO (ester)
2210 n CN
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Partie Expérimentale

6- Cyano- 2- mét hoxycar bonyl - 7- mét hyl - 1, 5- di oxo-
1,2, 3,5-tétrahydroi ndoli zi ne

CH, HO 8
NN P
| ——> H,C00C H,CO0C |

CH,CH,00C N O CN

H

O

3 4
REACTIFS 1:
Pyridone 3 S5g 0,95 eq. 28 mmol
Carbonate de potassium 387 ¢g 1 eq. 27 mmol
Acrylate de méthyle 8 eq. 20,2 mL 215 mmol
DMF distillé 100 mL

PROTOCOLE 1:

Le carbonate de potassium est conservé au dessiccateur et la réaction est réalisée dans des
conditions anhydres.

Le mélange de carbonate de potassium, de pyridone 3 et de diméthylformamide est placé
sous atmosphére d’azote et porté a 45 °C. Aprés 5 a 10 min, il se forme une suspension claire.
L'acrylate de méthyle est alors introduit goutte-a-goutte. L’agitation se poursuit pendant 40 h a 45
°C. Le milieu réactionnel de couleur vert clair prend en masse.

Le précipité est essoré, puis dissous dans 1'eau. Cette phase aqueuse est ensuite acidifiée
par de l'acide chlorhydrique jusqu'a ce que le produit précipite. Ce précipité est essoré et lavé par
I'eau acide.

Solide beige clair

Rdt =54%

Rdt global de 2 a 4=48,5%

Rf (CH,Cl, 9/ CH;0H 1) = 0,30

F =224 °C (acide acétique glacial)
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Partie Expérimentale

6- Cyano- 2- mét hoxycar bonyl - 7- mét hyl - 1, 5- di oxo-
1, 2, 3, 5-t étrahydroi ndoli zi ne

H,C
O (0] HO 8
4 _~_CH, o~ CH,
o) — > H,CO0C | H,CO0C |
\__ N N
0 CH, CN CN
O 0O 0]
CH,
2 4
REACTIFS 2:
Cétone 2 50g 0,9 eq. 269 mmol
Carbonate de potassium 42g 1 eq. 304 mmol
Cyanoacétamide 252 ¢ 1 eq. 304 mmol
Acrylate de méthyle 7,4 eq. 180 mL 2,0 mol
DMF distillé 400 mL

PROTOCOLE 2:

Le carbonate de potassium est conservé au dessiccateur et la réaction est réalisée dans des
conditions anhydres.

Le carbonate de potassium, le cyanoacétamide et le diméthylformamide sont placés sous
atmosphére d’azote et le mélange est porté a 45°C. La cétone 2 est alors introduite goutte-a-goutte.
L’agitation se poursuit pendant 18 h et il se forme un précipité rouge épais.

L’acrylate de méthyle est alors ajouté goutte-a-goutte. Le mélange est chauffé pendant 72 h
a4s °C.

Le précipité formé est essoré, puis dissous dans 1’eau. La solution est alors acidifi¢e avec
de I’acide chlorhydrique concentré jusqu’a pH 1,5. L’ester 4 est obtenu sous forme de solide beige.
11 est essoré puis séché.

11 est utilisé dans 1’étape suivante sans purification supplémentaire.

RMN (DMSO-d) :

2,55 s, 3H, CH; Solide beige clair

3,80 s, 3H, COOCH; Rdt=65%

6,60 s, 2H, CH, Rf (CH,Cl, 9/ CH30H 1) = 0,30
6,80 s, 1H, Hg F =224 °C (acide acétique glacial)

11,85 s, 1H, OH (échangeable dans D,0)

IR:

1619 n CO (pyridone)
1659 n CO (cétone)
1718 n CO (ester)
2218 n CN
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Partie Expérimentale

6- Cyano- 7- net hyl - 1, 5- di oxo-1, 2, 3, 5-
t ét rahydroi ndol i zi ne

@)
_~_CH, CH,
H,CO0C | —
N
CN CN

O

4 5
REACTIFS :
Ester 4 59¢g 1 eq. 24 mmol
Acide chlorhydrique concentré (12 N) 60 mL
Acide acétique glacial 60 mL
PROTOCOLE :

L’ester 4 est ajouté dans un mélange d’acide chlorhydrique concentré et d’acide acétique
glacial. Ce mélange est chauffé pendant 4 h a reflux.

Le milieu réactionnel est dilué dans 200 mL d'eau, puis extrait plusieurs fois par le
dichlorométhane. Les phases organiques rassemblées sont ensuite lavées par l'eau, puis par une
solution d'eau saturée en NaCl. Elles sont enfin séchées et évaporées sous vide.

Le nitrile 5 est utilisé sans purification supplémentaire dans 1’étape suivante.

RMN (DMSO-0) :

2,55 s, 3H, CH; Solide marron

2,95 t,2H, J=7,0 Hz, H, Rdt =74%

4,20 t,2H, J=7,0 Hz, H; Rf (CH,Cl, 9/ CH30H 1) = 0,70
7,00 s, 1H, Hg F =176 °C (méthanol)

IR :

1646  nCO (pyridone)
1745 n CO (cétone)
2240 nCN
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Partie Expérimentale

Aci de 7-mét hyl -1, 5-di oxo-1, 2, 3, 5-
t ét rahydr oi ndol i zi ne- 6- car boxyl i que

0
HO
W ‘ CH, ) /8e ch,
N e SO
| 3e I COOH
@)
5 6
REACTIFS :
Nitrile 5 lg 1 eq. 5,3 mmol
Acide sulfurique 15 mL
Eau SmL
PROTOCOLE :

On introduit le nitrile 5 dans le mélange acide sulfurique/eau (3/1). Le milieu réactionnel
est alors chauffé a 120 °C pendant 20 h.

Apreés refroidissement, le milieu est dilué dans 150 mL d’eau, puis extrait plusieurs fois par
le chloroforme. Les phases organiques sont rassemblées, lavées par une solution d’eau saturée en
NaCl, séchées et évaporées sous vide pour donner 1’acide 6 sous forme d’un solide brun. Le produit
est enfin purifié sur colonne de silice. Un mélange dichlorométhane 95/méthanol 5 est utilisé
comme éluant.

RMN (DMSO-d) :

2,49 s, 3H, CH;, Solide brun

2,67 s, 3H, CH;. Rdt = 40%

2,90 t,2H, J = 6,1 Hz, H,, Rf (CH,Cl, 9/ CH;0H 1)=0,51
4,17 t,2H, J = 6,1 Hz, Hs, F =179 °C (Toluéne)

4,61 d, 2H, J=2,6 Hz, H;.

5,95 t, 1H, J =2,7 Hz, H,, IR :

6,72 s, 1H, Hg. 1632 n CO (pyridone)
6,94 s, 1H, Hg, 1726 n CO (acide)
10,93 s, 1H, OH,, échangeable dans D,O 1747 n CO (cétone)
14,33 s, 1H, COOH,, échangeable dans D,0O 3464 n OH (acide)
15,23 s, 1H, COOH,, échangeable dans D,0O

SM (IE):

207 M"

189 M'-H,0
163 M'"-COO

Remarque : on détecte les 2 formes tautomeéres (la forme cétone indicée « ¢ » et la forme énol
indicée « € »). En solution dans le DMSO, a température ambiante, 1’équilibre est en faveur de la
forme cétone (75%).
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Partie Expérimentale

6- Cyano- 7- net hyl - 5- oxo- 1- (1, 3- di oxol anyl) -
1,2, 3,5-tétrahydroi ndoli zi ne

REACTIFS:

Cétone 5

Chlorure de triméthylsilyle
Ethyléneglycol
Dichlorométhane

PROTOCOLE :

] _ CH,
2 N
3
o]
7
1 eq. 5,3 mmol
6,5 eq. 4.4 mL 35 mmol
4,5 eq. 1,5 mL 24 mmol

30 mL

Le dichlorométhane préalablement séché sur CaCl,, le chlorure de triméthylsilyle et
I’¢thyléne glycol sont placés sous atmosphere inerte. La cétone 5 est alors introduite. Ce mélange
est maintenu sous atmospheére d’azote pendant 65 h a température ambiante.

Le mélange réactionnel est ensuite alcalinisé par 100 mL d’hydroxyde de sodium 1 N. Il est
extrait plusieurs fois par le dichlorométhane. Les phases organiques sont rassemblées, puis lavées
par de ’eau et par une solution d’eau saturée en NaCl. Elles sont enfin séchées et évaporées pour

obtenir I’indolizine 7.

RMN (DMSO-0) :

2,35 t,2H, J = 6,0 Hz, H,
2,40 s, 3H, CH;

3,98 t,2H, J = 6,0 Hz, H;
4,07a4,20 M, 4H, OCH,CH,O
6,58 S, IH, Hg

IR:

1640 n CO (pyridone)
2240 n CN

2900 n C-C (acétal)

© 2003 Tous droits réservés.

Solide blanc

Rdt=71%

Rf (CH,Cl, 9/ CH;0H 1) = 0,75
F =191 °C (méthanol)
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Partie Expérimentale

6- Acét am domet hyl - 7- mét hyl - 5- oxo- 1- (1, 3-
di oxol anyl)-1, 2, 3, 5-t étrahydr oi ndol i zi ne

o

o) _~_CH,
- >
CN

|
0

REACTIFS:

Nitrile 7 lg 1 eq. 3,6 mmol
Nickel de Raney 1,5g

Acide acétique glacial 15 mL

Anhydride acétique 45 mL

PROTOCOLE :

Le mélange acide acétique glacial /anhydride acétique (1:3) est introduit dans un autoclave.
Le nickel de Raney est lavé par de 1’acide acétique puis introduit dans I’autoclave. Le nitrile 6 est
ensuite ajouté. Le mélange est chauffé pendant 6 h a 45 °C sous une pression d’hydrogene de 45
psi.

Apres refroidissement, le milieu réactionnel est filtré sur célite afin d’éliminer le nickel. Le
filtrat est évaporé a sec; I'huile brune obtenue est diluée dans 100 mL d’eau saturée en NaCl, puis
extraite plusieurs fois par le chloroforme. Les phases organiques sont rassemblées, séchées puis
évaporées a sec. Le composé 7 est alors obtenu sous forme d’une huile jaune. Cette huile est reprise
dans I’éther ou I’amide précipite sous forme de poudre blanche.

RMN (CDCl;) :

1,93 s, 3H, NHCOCH;

2,36 t,2H,J=6,6 Hz, H, Solide blanc

2,40 s, 3H, CH; Rdt=72%
4,07a4,18 M, 6H, OCH,CH,O et H; Rf (CH,Cl, 9/ CH;0H 1) = 0,55
4,36 d, 2H, CH,NHCOCH; F =152 °C (acétone)
6,14 s, 1H, Hg

6,81 M, 1H, NHCOCH;

IR:

1656 n CO (pyridone) et N CO (amide)

2886 n C-C (acétal)

3258 n NH (amide)
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Partie Expérimentale

6- Am nocar bonyl - 7- nét hyl - 5- oxo- 1- (1, 3-
di oxol anyl)-1, 2, 3, 5-t étrahydr oi ndol i zi ne

REACTIES:

Nitrile 7 2g 1 eq. 8 mmol
Hydroxyde de sodium 33g 10 eq. 80 mmol
Eau 10 mL
Méthanol 50 mL

PROTOCOLE :

L'hydroxyde de sodium est dissous dans l'eau. Le méthanol et le nitrile 7 sont ensuite
ajoutés. Le milieu réactionnel est porté a reflux pendant 48 h.

Aprés refroidissement, le mélange est acidifié par de 'acide acétique jusqu'a pH 4. II est
ensuite extrait par du dichlorométhane. La phase organique est lavée plusieurs fois par une solution
d'eau saturée en NaCl, séchée sur MgSQO, et évaporée pour obtenir une huile marron. Par ajout
d'éther diisopropylique, le produit précipite. Le précipité est essoré. Le solide beige obtenu est
solubilis¢ dans le toluéne en présence de charbon végétal. Apres filtration du charbon, 'amide 9
précipite sous forme de poudre blanche.

RMN (DMSO-d) :

2,32 s, 3H, CH; Solide blanc

2,35 t,2H,J=7,0 Hz, H, Rdt = 65%

3,94 t,2H, J=7,0 Hz, H; Rf (CH,Cl, 9/ CH;0H 1) = 0,65
4,044,183 M, 4H, OCH,CH,0O F =187 °C (toluéne)

6,36 s, 1H, Hg

7,37et8,08 2M, IH et 1H, CONH,

IR:

1662 n CO (pyridone) et N CO (amide)

2972 n C-C (acétal)

3175 et3325 n NH, (amide)
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Partie Expérimentale

2-[ 6- Cyano- 1- (1, 3-di oxol anyl ) - 5-oxo0-1, 2, 3, 5-
t étrahydroi ndoli zin-7-yl]acétate d’' éthyle

o

Z CH,
Ll ——
CN
O
7 10
REACTIFS :
Pyridone 7 5g 1 eq. 21,6 mmol
Carbonate de diéthyle 51¢g 2 eq. 5,2 mL 43,2 mmol
NaH (60% dans I’huile minérale) 35¢g 4 eq. 86,2 mmol
Ethanol 03g 0,3 eq. 0,4 mL 6,5 mmol
Toluene anhydre 30 mL
PROTOCOLE :

L’hydrure de sodium est ajouté par petites portions au toluéne anhydre. Le mélange est
agit¢ pendant 15 min a température ambiante. La pyridone 7 est ensuite ajoutée par petites
quantités. Le mélange est placé sous atmosphére d’azote et porté a reflux pendant 30 min. Le
mélange de carbonate de diéthyle et d’éthanol est alors ajouté goutte-a-goutte sur une période de 10
min. Le mélange est chauff¢ a reflux pendant 3 h.

Aprés refroidissement, le milieu réactionnel est filtré. Le précipité vert-brun obtenu est
dissous dans I’eau puis acidifi¢ avec de 1’acide acétique 50%. Ce milieu est extrait plusieurs fois
par le dichlorométhane. Les phases organiques sont rassemblées puis évaporées sous pression
réduite.

Le résidu vert est purifié sur colonne chromatographique de silice avec, comme ¢luant, un
mélange CH,Cl, 9/AE 1 ® CH,Cl, 7/AE 3. L’ester 10 est obtenu sous forme d’une poudre blanche.

RMN (CDCl;) :

1,30 t,3H, J=7,1 Hz, COOCH,CH; Solide blanc

2,44 t,2H,J=7,0 Hz, H, Rdt=62%

3,79 s, 2H, CH,COOCH,CH;3; Rf (CH,Cl, 9/ CH;0H 1) = 0,61
4,13a4,23 M, 8H, OCH,CH,0, H; et COOCH,CH;  F =173 °C (méthanol)
6,34 s, 1H, Hg

IR:

1600 n C=C

1652 n CO (pyridone)

1732 n CO (ester)

2221 nCN

2914 n C-C (acétal)
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Partie Expérimentale

6- (1, 3-Di oxolanyl)-1,4,7, 8-tétrahydro-2H
pyrrol o[ 1, 2-b] [ 2, 7] napht hyri di ne- 3, 10-di one

[ o

10 11 12

REACTIES:

Ester 10 2g 1 eq. 6,6 mmol
Nickel de Raney 3g

Ethanol 50 mL

Ammoniac

PROTOCOLE :

L’¢éthanol est saturé par de ’ammoniac pendant 15 min. Le nickel de Raney est lavé par de
1”éthanol.

L’éthanol saturé en ammoniac et le nickel de Raney lavé sont introduits dans un autoclave.
L’ester 10 est ensuite ajouté. Le mélange est chauffé pendant 6 h a 45 °C sous 50 psi d’hydrogéne.

Apres refroidissement, le nickel de Raney est filtré et lavé avec de 1’éthanol chaud. Le
filtrat est ensuite évaporé sous pression réduite.

Le mélange d’ester 11 et de naphthyridine 12 est alors chauffé a 60 °C dans 1’éthanol
pendant 4 h afin de terminer la cyclisation en naphthyridine 12. Le milieu réactionnel est concentré
par évaporation de la moitié de 1’éthanol présent. Lors du refroidissement, la naphthyridine
cristallise sous forme de fines aiguilles blanches.

RMN (DMSO-d) :

2,33 t,2H,J=6,8 Hz, H, Solide blanc

3,34 M, 2H, H, Rdt="71%

3,93 t,2H, J = 6,8 Hz, Hg Rf (CH,Cl, 95/ CH;0H 5)=0,17
4,03a4,16 M, 6H, OCH,CH,O et H; F > 250 °C (éthanol)
6,28 s, 1H, Hs

8,00 s, 1H, NHCO (échangeable dans D,0)

IR:

1605 n C=C

1670 n CO (pyridone)

1676 n CO (lactame)

2914 n C-C (acétal)

3201 n NH (lactame)
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6- (1, 3-Di oxol anyl )-1, 2, 3, 4, 7, 8- hexahydr o-
pyrrol o[ 1, 2-b][ 2, 7] naphtyri di n-10- one

o
° =

(0]
| g
N NH
(0]
12 13
REACTIFS:
Lactame 12 lg 1 eq. 3,8 mmol
Borane - sulfure de diméthyle (2M/THF) 23¢g 8 eq. 16 mL 30,4 mmol
Dichlorométhane 10 mL
PROTOCOLE :

Le lactame 12 est dissous dans du dichlorométhane préalablement séché sur CaCl,. La
solution est agitée sous atmosphere d’azote a température ambiante. 2 équivalents de borane sont
introduits toutes les 12 h par un septum. Une fois la totalit¢ du borane introduit, le mélange est
agité pendant 24 h a température ambiante.

Le milieu réactionnel est dilu¢ dans 200 mL de méthanol. La solution est concentrée sous
pression réduite. Aprés lavage du précipité jaune par I’éthanol, on obtient une poudre blanche.

RMN (DMSO-d) :

2,32 t,2H,J=6,8 Hz, H; Solide blanc
2,58 a 2,79 M, 3H, H3ax, H4axH4eq Rdt= 53%
3,15a3,24 M, 2H, Hseq Hiax Rf (CH,Cl, 95/ CH;0H 5) = 0,45
3,73 d, 1H,J=16 Hz, H;¢q

3,92 t,2H, ] = 6,8 Hz, Hg

4,02a4,13 M, 4H, OCH,CH,0O

6,27 s, 1H, Hs

6,40 s, 1H, NH (non échangeable)

IR :

1589 nC=C

1655 n CO (pyridone)

3171 n NH (amine)
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6- ( Am nonét hyl ) - 7- nét hyl - 5- oxo- 1- (1, 3-
di oxol anyl)-1, 2, 3, 5-t étrahydr oi ndol i zi ne

o o

| . 2
N CN N CH_NH
2 2
(@)

| 3 |
(0]
7 14
REACTIFS:
Nitrile 7 lg 1 eq. 3,6 mmol
Nickel de Raney 1,5¢
Ethanol saturé en ammoniac 60 mL
PROTOCOLE :

L’¢éthanol saturé en ammoniac puis le nickel de Raney est lavé par de 1’éthanol sont
introduits dans un autoclave. Le nitrile 7 est ensuite ajouté. Le mélange est chauffé pendant 6 h a
45 °C sous une pression d’hydrogéne de 45 psi.

Apres refroidissement, le milieu réactionnel est filtré sur célite afin d’éliminer le nickel. Le
filtrat est évapor¢ a sec; I'huile brune obtenue est diluée dans 100 mL de solution de carbonate de
potassium a 10%, puis extraite plusieurs fois par le chloroforme. Les phases organiques sont
rassemblées, séchées puis évaporées a sec. Le composé 14 est alors obtenu sous forme d’une huile
jaune. Cette huile est reprise dans 1’éther diisopropylique ou le produit attendu précipite sous forme
de poudre beige.

RMN (CDCly) :

1,76 s, 2H, NH, Solide beige

2,28 s, 3H, CH; Rdt=32%

2,36 t,2H,J=7,1 Hz, H, Rf (CH,Cl, 9/ CH30H 1) = 0,30
3,78 s, 2H, CH, F =130 °C (Cyclohexane/Toluéne)
4,082a4,18 M, 6H, OCH,CH,O et H;

6,11 s, 1H, Hg

IR :

1578 n CC (aromatique)

1653 n CO (pyridone)

2885 n C-C (acétal)

3370 n NH, (amine)
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7- Mét hyl - 1, 5-di oxo-1, 2, 3, 5-
t ét rahydr oi ndol i zi nes

8
\._~.__CH,
2 | R
3
R=CHNHCOCH, | 8 | 19
R = CONH, | 9 | 20

PROTOCOLE :

1g de pyridone 8 ou 9 est dissous dans de ’acide trifluoroacétique a 80% (10 mL). Le
milieu réactionnel est placé sous atmospheére inerte et agité pendant 3 h a température ambiante.

Il est ensuite concentré sous vide. Le solide jaune obtenu est lavé plusieurs fois par de
1”éther.

19: 6-Acétamidométhyl-7-méthyl-1,5-dioxo-1,2,3,5-tétrahydroindolizine

RMN (CDCl) :

1,95 s, 3H, NHCOCH; Solide beige

2,51 s, 3H, CH; Rdt=85%

2,91 t,2H,J=6,6 Hz, H, Rf (CH,Cl, 9/ CH;0H 1) = 0,46
4,29 t,2H, ] = 6,6 Hz, H; F=185°C

4,42 d,2H, J= 6,6 Hz, CH,NHCOCH;

6,80 M, 2H, NHCOCH; et Hy

IR :

1647 n CO (pyridone) et N CO (amide)
1735 n CO (cétone)
3301 N NH (amide)

20 : 6-Aminocarbonyl-7-méthyl-1,5-dioxo-1,2,3,5-tétrahydroindolizine

RMN (DMSO-de) :

2,31 s, 3H, CH; Solide jaune

2,88 t,2H,J=6,5 Hz, H, Rdt=93%

4,08 t,2H, J = 6,5 Hz, H; Rf (CH,Cl, 9/ CH;0H 1) = 0,38
6,75 s, 1H, Hg F=161°C

7,53et7,99 2M, 1Het 1H, CONH,

IR:

1672 n CO (pyridone) et N CO (amide)

1745 n CO (cétone)

3130 et 3328 n NH, (amide)
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1, 4,7, 8-Tétrahydro-
pyrrolo[ 1, 2-b][2, 7] naphtyridin-3,6,10-trione

[ o

12 21

PROTOCOLE :

1g de pyridone 12 est dissous dans de 1’acide trifluoroacétique a 80% (10 mL). Le milieu
réactionnel est placé sous atmosphere inerte et agité pendant 3 h a température ambiante.

Il est ensuite concentré sous vide. Le solide jaune obtenu est lavé plusieurs fois par de
1”éther.

RMN (DMSO-d) :

2,32 t,2H,J=6,4 Hz, H, Solide beige

3,44 M, 2H, Hy4 Rdt =90%

3,92 t,2H, J = 6,4 Hz, Hg Rf (CH,Cl, 95/ CH;0H 5) = 0,29
4,20 d, 2H, J=2,0 Hz, H, F>250°C

6,73 s, IH, Hs
8,06 s, 1H, NHCO (échangeable dans D,0)

IR:

1604 nC=C

1653 n CO (pyridone)
1683 n CO (lactame)
1721 n CO (cétone)
3254  nNH (amide)
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1,2,3,4,6,7,8,10- Cct ahydropyrrol o[ 1, 2-
b] [ 2, 7] napht hyri di ne- 6, 10- di one,
trifluoroacétate

[ o
T —

N NH

13 22

PROTOCOLE :

lg de pyridone 13 est dissous dans de 1’acide trifluoroacétique a 80% (10 mL). Le milieu
réactionnel est placé sous atmosphére inerte et agité pendant 3 h a température ambiante.

Il est ensuite concentré sous vide. Le solide beige obtenu est lavé plusieurs fois par de
1”éther.

RMN (DMSO-de) :

2,91 M, 4H, H, et Hy Solide blanc

3,35 q,2H,J=6,2 Hz, H; Rdt =76%

4,04 s, 2H, H, Rf (CH,Cl, 7/ CH;0H 3) = 0,13
4,14 t,2H,J=6,5 Hz, Hg F =205 °C (décomposition)
6,80 s, 1H, Hs

9,29 s, 2H, NH," (échangeables dans D,0)

IR :

1599 n C=C

1650 n CO (pyridone)

1744 n CO (cétone)

3420 n NH," (amine salifiée)
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N-o -Ni trobenzylidéene-p-tol uidine

CHO 5 N
L, — CC,
NO 4 NO,

2

3
25
REACTIFS:
0-Nitrobenzaldéhyde lg 1 eq. 6,66 mmol
p-Toluidine 0,71 g 1 eq. 6,66 mmol
Ethanol absolu 10 mL
PROTOCOLE :

L’o-nitrobenzaldéhyde et la p-toluidine sont dissous dans un minimum d’éthanol tiéde. Ce
mélange est porté a reflux et laissé a ébullition pendant 5 min.
On plonge le ballon dans un bain d’eau glacée ou le produit précipite. Il est ensuite essoré.

RMN (CDCly) :

2,40 s, 3H, CH; Solide jaune

7,21a7,29 M, 4H, H, et Hs Rdt=98%

7,62 t, 1H, J="7,5 Hz, H;s Rf (AE 2/ Cyclohexane 8) = 0,30
7,75 t, 1H,J=7,5 Hz, Hy F =72 °C (éthanol)

8,32 d, 1H,J=7,5Hz, H;

8,96 s, 1H, CHN

IR :

1335¢et1515  nNO,
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N-o - Am nobenzyl i dene- p-tol ui di ne

NO
2 3 2

25 26
REACTIFS:
N-0-nitrobenzylidéne-p-toluidine 2,4 ¢ 1 eq. 10 mmol
Ethanol 10 mL
Sulfure de sodium . 9 H,O 72 ¢ 3 eq. 30 mmol
Ethanol/eau 10 mL/20 mL
PROTOCOLE :

La N-0-nitrobenzylideéne-p-toluidine est dissoute & chaud dans 10 mL d’éthanol. Cette
solution est alors portée a reflux.

Le sulfure de sodium est dissous dans le mélange eau/éthanol, puis ajouté goutte-a-goutte a
la solution du compos¢ nitre.

Le mélange est maintenu pendant 10 min a reflux. L’amine précipite in Situ lors du
refroidissement de la solution; elle est essorée, séchée et stockée au réfrigérateur sous argon et a
1’abri de la lumiére.

RMN (CDCl;) :

2,39 s, 3H, CH; Solide jaune pale

6,56 s, 2H, NH,, échangeables dans D,O Rdt=92%

6,71 46,76 M, 2H, H, et Hs Rf (AE 2/ Cyclohexane 8) = 0,62
7,20 M, 5H, H; Hjy et Hy F =102 °C (méthanol)

7,34 d, 1H, J=7,0 Hz, H

8,55 s, IH, CHN

IR :

3258 ¢t 3415 n NH,
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0 - Am nobenzal déhyde

CHO CHO
X — X
NO, NH

2

27
REACTIFS :
o-Nitrobenzaldéhyde g 1 eq. 7 mmol
Palladium sur charbon 10% 100 mg
Tétrahydrofurane SmL
PROTOCOLE :

Le nitrobenzaldéhyde, le palladium sur charbon et le tétrahydrofurane sont placés sous
pression atmosphérique d'hydrogéne pendant 24 h a température ambiante.

Le milieu réactionnel est ensuite filtré sur célite afin d'éliminer le charbon palladié. Le
filtrat est extrait plusieurs fois par le dichlorométhane. Les phases organiques sont ensuite séchées
sur MgSO, et évaporées. L'amine obtenue sous forme d'huile est reprise par de I'éther saturé en HCI1
afin de former le chlorhydrate qui est essoré.

Solide rouge IR :
Rf (AE 5/ Cyclohexane 5) = 0,63 1666 n CHO
3351 et 3415 n NH,
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4- Acét oxy- 2-ni trotol uene

CH, CH,
NO, 6 NO,
_—
5 3
OH OYO
CH,
28

REACTIFS :
4-Méthyl-3-nitrophénol 10g 1 eq. 65,4 mmol
Anhydride acétique 70 mL
Acide sulfurique 1 mL
PROTOCOLE :

Le phénol est dissous dans I’anhydride acétique contenant 1’acide sulfurique. Le milieu est
ensuite agité a température ambiante pendant 12 h.

Le mélange est dilué dans 200 mL d’eau froide. La solution est refroidie dans un bain de
glace et le produit huileux cristallise. L ester est essor¢, lavé a I’eau froide et séché au dessiccateur.

RMN (CDCI;) :

2,34 s, 3H, OCOCH; Solide beige

2,61 s, 3H, CH; Rdt=92%

7,29 dd, 1H, J,=8,3 Hz, J.,= 2,4 Hz, H;s Rf (AE 5/ Heptane 5) = 0,68
7,37 d, 1H, J, = 8,3 Hz, Hg F =71 °C (éthanol)

7,78 d, 1H, J,,= 2,4 Hz, H;

IR :

1348 et 1527 nNO,

1759 nCo
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1- Acét oxy- 4- br ononeét hyl - 3- ni t r obenzéene

CH

OYo

CH,
28

REACTIFS:

4-Acétoxy-2-nitrotoluéne
N-bromosuccinimide
Peroxyde de benzoyle
Tétrachlorure de carbone

PROTOCOLE :

CH,Br
NO, 5 NO,
OYO
CH,
29
2¢g 1 eq. 10,3 mmol
73¢g 4 eq. 41,2 mmol
500 mg 0,2 eq. 2 mmol
60 mL

L’ester 28 est dissous dans le tétrachlorure de carbone séché sur CaCl,. Le N-
bromosuccinimide et le peroxyde de benzoyle, conservés au dessiccateur, sont ajoutés. La solution
est portée a reflux grace a une lampe halogéne (puissance 500 W), pendant 3 h.

Apres refroidissement, le succinimide est filtré et lavé avec du tétrachlorure de carbone. Le
filtrat est concentré aux %, puis refroidi dans I’eau glacée. Le solide obtenu est essoré, lavé par

1’éther, puis séché.

RMN (CDCI;) :

2,27 s, 3H, OCOCH;

4,75 s, 2H, CH,Br

7,32 d, 1H, J, = 8,4 Hz, H;
7,51 d, 1H, J, = 8,4 Hz, Hs
7,78 s, 1H, H,

IR:

654 nC-Br

1338 et 1532 nNO,

1773 n CO

© 2003 Tous droits réservés.

Solide beige
Rdt="72%
Rf (AE 4/ Heptane 6) = 0,57
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1- Acét oxy- 4-di br ononet hyl - 3- ni t r obenzene

CH, CHBr,
NO, 5 NO,
OQ§r/O OQQT/O

CH, CH,

28 30
REACTIFS:
4-Acétoxy-2-nitrotoluéne 2g 1 eq. 10,3 mmol
N-bromosuccinimide 73 g 4 eq. 41,2 mmol
Peroxyde de benzoyle 500 mg 0,2 eq. 2 mmol
Tétrachlorure de carbone 60 mL

PROTOCOLE :

L’ester 28 est dissous dans le tétrachlorure de carbone séché sur CaCl,. Le N-
bromosuccinimide et le peroxyde de benzoyle, conservés au dessiccateur, sont ajoutés. La solution
est portée a reflux grace a une lampe halogéne (puissance 500 W), pendant 7 h.

Apres refroidissement, le succinimide est filtré et lavé avec du tétrachlorure de carbone. Le
filtrat est concentré aux %, puis refroidi dans I’eau glacée. Le solide obtenu est essoré, lavé par

1’éther, puis séché.

RMN (CDCl;) :

2,37 s, 3H, OCOCHj;

7,47 s, 1H, CHBr,

7,50 dd, 1H, J,= 8,7 Hz, J,, = 2,5 Hz, He
7,74 d, 1H,J,=2,5Hz H,

8,27 d, 1H, J, = 8,7 Hz, H;

IR:

630 nC-Br

1352 ¢t 1535 nNO,

1758 n CO

© 2003 Tous droits réservés.

Solide beige

Rdt=83%

Rf (AE 4/ Heptane 6) = 0,61
F =101 °C (éther)
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4- Hydr oxy- 2- ni t robenzal déhyde

CHBr, CHO
NO, 5 NO,
_—
5 3
OYO OH
CH,
30 31
REACTIFS:
1-Acétoxy-4-dibromométhyl-3-nitrobenzéne 10g 28 mmol
Hydrogénocarbonate de sodium 99¢g
Ethanol 220 mL
Eau 220 mL
PROTOCOLE :

L’hydrogénocarbonate de sodium est dissous dans 440 mL d’un mélange eau/éthanol (1/1).
Le dérivé dibromé 30 est ajouté a cette solution. Le mélange est porté a reflux pendant 3 h.
L’éthanol est ensuite évaporé sous vide.

Apres refroidissement, la solution est acidifiée avec de 1’acide chlorhydrique 2 N jusqu’a
ce que le produit précipite. L’aldéhyde est alors essoré, lavé a 1’eau glacée et séché au dessiccateur.

RMN (CD;0D) :

6,12 s, 1H, OH Solide jaune

7,34 dd, 1H, J,=8,8 Hz, J.,= 2,7 Hz, H;s Rdt = 82%

7,54 d, 1H, J,,=2,7 Hz, H; Rf (AE 4/ Heptane 6) = 0,33
8,06 d, 1H, J, = 8,8 Hz, Hy F =137 °C (éthanol/au)
10,27 s, 1H, CHO

IR :

1358 et 1533 nNO,

1672 nCO

3250 n OH
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4-12-(1-Pi péridino)éthoxy]-3-nitrotol uene

CH
NO

OH

CH,
5 NO,
—_—
5 3
J/O

o

3' O
2

32
REACTIFS:
4-Méthyl-3-nitrophénol 500 mg 1 eq. 3 mmol
N-2-chloroéthylpipéridine 600 mg leq. 3 mmol
Carbonate de potassium 1350 mg 3 eq. 10 mmol
Diméthylformamide SmL
PROTOCOLE :

L’aldéhyde, la pipéridine, le carbonate de potassium et le diméthylformamide sont chauffés
a 80 °C pendant 3 h. Aprés refroidissement, le mélange est dilu¢ dans 30 mL d’eau. Le produit est
extrait par I’éther. Un lavage basique avec K,CO; permet d'éliminer le phénol qui n'a pas réagi. La
phase organique est ensuite évaporée et le nitrotoluéne 32 est obtenu sous forme huileuse.

RMN (CDCI;) :

1,36 M, 2H, H,

1,52 qu, 4H, ] = 5,6 Hz, Hs

2,42 M, 7H, H» et CH;

2,69 t, 2H, ] = 6,2 Hz, NCH,CH,0

4,04 t, 2H, J = 6,2 Hz, NCH,CH,0O

6,97 dd, 1H, J,= 8,1 Hz, J,, = 2,9 Hz, H;
7,12 d, 1H, J, = 8,1 Hz, Hy

7,42 d, 14, J,,= 2,9 Hz, H;

© 2003 Tous droits réservés.

Huile jaune
Rdt=58%
Rf (CH,Cl, 9/ MeOH 1) = 0,45
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[ 2- (1- Pi péri di no) ét hoxy] - 2- ni trobenzal déhydes

NO

HO

33,34
REACTIFS:
Hydroxy-2-nitrobenzaldéhyde lg 1 eq. 6 mmol
N-2-chloroéthylpipéridine I,1g 1 eq. 6 mmol
Carbonate de potassium 25¢g 3 eq. 18 mmol
Diméthylformamide 10 mL
PROTOCOLE :

L’aldéhyde, la pipéridine, le carbonate de potassium et le diméthylformamide sont chauffés
a 80 °C pendant 3 h. Apres refroidissement, le mélange est dilué dans 30 mL d’eau. Le produit est
extrait par 1’éther. La phase organique est ensuite évaporée et I'aldéhyde est obtenu sous forme
huileuse.

33 : 4-[2-(1-Pipéridino)éthoxy]-2-nitrobenzaldé¢hyde

RMN (CD;OD) : Huile jaune

1,39 M, 2H, Hy Rdt=70%

1,55 M, 4H, Hs: Rf (CH,Cl, 9/ MeOH 1) = 0,78

2,45 M, 4H, Hy

3,28 t,2H, J = 6,0 Hz, NCH,CH,O IR:

4,23 t, 2H, J = 6,0 Hz, NCH,CH,O 1351 et 1536 nNO,

7,18 dd, 1H, J,=8,8 Hz, J.,= 2,7 Hz, H;s 1611 n C=C (aromatique)
7,46 d, 1H,J,=2,8 Hz, H; 1693 n CO (aldéhyde)
8,22 d, 1H, J,= 8,8 Hz, Hy 2770, 2856 et 2935  n C-H (aliphatique)

10,35 s, 1H, CHO
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34 : 5-[2-(1-Pipéridino]éthoxy)-2-nitrobenzaldéhyde

RMN (CD;0D) :

1,41 M, 2H, Hy

1,58 M, 4H, Hy

248 M, 4H, H

328  t,2H,J=5,8 Hz, NCH,CH,O

421  t,2H, 7= 5,8 Hz, NCH,CH,O

7,14 dd, 1H,J,= 9,2 Hz, J,, = 2,9 Hz, H,
730  d, 1H, .= 2,9 Hz, H

8,12  d,1H,J,=9,2 Hz, H;

10,44 s, 1H, CHO

© 2003 Tous droits réservés.

Huile jaune

Rdt = 80%

Rf (CH,Cl, 9/ MeOH 1) = 0,47

IR:

1330 et 1517 n NO,

1584 n C=C (aromatique)
1698 n CO (aldéhyde)

2787, 2853 ¢t 2933 n C-H (aliphatique)
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2- Ami no- [ 2- (1- pi péri di no) ét hoxy] benzal déhydes

REACTIFS:

2-(1-Pipéridino)éthyloxy-2-nitrobenzald¢hyde 33,34

Fer en poudre
Acide acétique/éthanol/eau
Acide chlorhydrique concentré

PROTOCOLE :

(0] H
6 NH,
” 5 3
o 4
9l
3 N
4|
35,36
lg 1 eq. 3,6 mmol
12¢g 6 eq. 21,6 at.g
10/10/5 mL
0,25 mL

Le nitrobenzaldéhyde 33 ou 34 est dissous dans le mélange acide acétique/éthanol/eau

(2:2:1). La poudre de fer, puis I’acide chlorhydrique sont ajoutés. Le milieu réactionnel est porté a
reflux pendant 15 min, puis filtré a chaud. La solution est ensuite alcalinisée avec du bicarbonate de
sodium et extraite par le chloroforme. La phase organique est lavée par une solution aqueuse
saturée en NaCl, puis séchée sur MgSO, et enfin évaporée. On obtient alors 1’amine sous forme

huileuse.

35 2-Amino-4-[2-(1-pipéridino)éthoxy]benzaldéhyde

RMN (CDCl;) :

1,45 M, 2H, H,

1,61 M, 4H, Hs

2,53 M, 4H, Hy

2,78 t,2H, J = 6,0 Hz, NCH,CH,O

4,12 t,2H, J = 6,0 Hz, NCH,CH,O

6,08 d, 1H, J,,=2,2 Hz, H;

6,28 dd, 1H,J,=8,6 Hz, J., = 2,2 Hz, H;
6,31 s, 2H, NH,, échangeables dans D,O
7,33 d, 1H, J, = 8,6 Hz, He

9,66 s, 1H, CHO

© 2003 Tous droits réservés.

Huile orangée
Rdt=75%
Rf (CH,Cl, 9/ MeOH 1) = 0,43

IR:
1621 n C=C (aromatique)
1662 n CO (aldéhyde)

2853 et 2934 n C-H (aliphatique)
3337 et3442 nNH,
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36 : 2-Amino-5-[2-(1-pipéridino)éthoxy]|benzaldéhyde

RMN (CDCl;) :

1,46 M, 2H, Hy

1,63 M, 4H, H;

2,56 M, 4H, H,

2,80 t, 2H, J = 5,8 Hz, NCH,CH,O
4,10 t, 2H, J = 5,8 Hz, NCH,CH,O
5,86 s, 2H, NH,, échangeables dans D,O
6,11 d, 1H, J,= 8,6 Hz, H;

6,99 M, 1H, H,

7,03 d, 1H, J,,= 2,9 Hz, He

9,82 s, 1H, CHO

© 2003 Tous droits réservés.

Huile marron
Rdt = 85%
Rf (CH,Cl, 9/ MeOH 1) = 0,36

IR:

1598 n C=C (aromatique)
1664 n CO (aldéhyde)
2852 et2925 n C-H (aliphatique)
3332 et3441 nNH,
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1- ( 3- Et hoxy- 3- oxopropyl ) - 5- mét hoxy- 1H
I ndol e- 2-car boxyl ate d éethyle

4
CH,O CH,0 3
—_—
6
N COOCH,CH, N COOCH,CH,
H 7
COOCH,CH,
37

REACTIFS:
2-Ethoxycarbonyl-5-méthoxyindole 2g 1 eq. 9 mmol
Tert-butylate de potassium lg leq. 9 mmol
Acrylate d’éthyle 910 mg 1 eq. I mL 9 mmol
Toluene 30 mL
PROTOCOLE :

Le tert-butylate de potassium est introduit dans le toluéne préalablement séché. Cette
suspension est agitée pendant 10 min a température ambiante. L’indole est ensuite ajouté. Le
mélange est agité pendant 2 h a température ambiante. Enfin, ’acrylate d’éthyle est ajouté et le
mélange est porté a reflux pendant 24 h.

Aprés refroidissement, le milieu réactionnel est hydrolysé, acidifi¢é avec de D’acide
chlorhydrique 4 N. La phase organique est alors lavée par 1’eau. Le toluéne est évaporé pour
fournir une huile marron.

Cette huile est purifiée sur colonne de silice avec le dichlorométhane comme éluant. Le
produit est obtenu sous forme d’une huile jaune.

RMN (CDCly) :

1,17 t,3H, J=7,1 Hz, COOCH,CH; Huile jaune

1,40 t,3H, J =7,1 Hz, COOCH,CHj; Rf (CH,Cl,)=0,41

2,82 t,2H, J=7,1 Hz, CH,COOCH,CH;

3,83 s, 3H, OCH; IR:

4,08 g, 2H, J=7,1 Hz, COOCH,CHj; 1523 n CC (aromatique)
4,37 g, 2H, J=7,1 Hz, COOCH,CHj; 1624 n CN (indole)
4,80 t,2H, J =7,1 Hz, NCH,CH,COOCH,CHj; 1724 et 1732 n CO (esters)

7,00 dd, 1H,J=3,2 Hz, ] = 8,7 Hz, He

7,04 s, 1H, Hs

7,21 s, 1H, Hy

7,36 d, 1H,J=38,7Hz, H;

© 2003 Tous droits réservés.
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7- Mét hoxy- 1- oxo- 2, 3-di hydro-1H pyrrol o[ 1, 2-
a] i ndol e- 2-carboxyl ate d’ ét hyl e

CH,O

N COOCH,CH,

H

COOCH,CH,
38

REACTIFS:
2-Ethoxycarbonyl-5-méthoxyindole S5g 1 eq. 23 mmol
Tert-butylate de potassium 2,6 g leq. 23 mmol
Acrylate d’éthyle 23¢g 1 eq. 2,5 mL 23 mmol
Toluéne 100 mL
PROTOCOLE :

Le tert-butylate de potassium est introduit dans le toluéne préalablement séché. Cette
suspension est agitée pendant 10 min a température ambiante. L’indole est ensuite ajouté. Le
mélange est agité pendant 2 h a température ambiante. Enfin, ’acrylate d’éthyle est ajouté et le
mélange est porté a reflux pendant 4 j.

Aprés refroidissement, le milieu réactionnel est hydrolysé, acidifi¢é avec de I’acide
chlorhydrique 4 N. La phase organique est alors lavée par I’eau. Le toluéne est évaporé pour
fournir un solide orange.

Ce solide est lavé plusieurs fois par le méthanol afin d’obtenir une poudre beige.

RMN (CDCl;) :

1,35 t, 3H, J=7,1 Hz, COOCH,CH; Poudre beige

3,87 s, 3H, OCH; Rdt =90%

4,20 dd, IH,J=42Hz,J=8,1 Hz, H, Rf (CH,C1,99 / MeOH 1) = 0,59
4,31 g, 2H, J=17,1 Hz, COOCH,CHj; F =92 °C (méthanol)

4,60 dd, 1H, systeme ABX,

J=8,1Hz,J=11,1 Hz, H;
dd, 1H, systéeme ABX,

4.81 J=42Hz J=11,1 Hz, H;

7,00 d, 1H,J=1,0 Hz, Hy IR :

7,09 dd, 1H,J,=7,1Hz,J,=2,5Hz, Hy 1537 n CC (aromatique)
7,11 M, 1H, Hg 1625 n CN (indole)
7,35 ddd, 1H,J,=7,1Hz,J,= 1,4 Hz,

J=1,0 Hz, Hs 1720 n CO (cétone et ester)
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7- Met hoxy- 2, 3-di hydro- 1H pyrrol o[ 1, 2-
a] i ndol - 1- one

CH,O
N 0 -
COOCH,CH,
38 39
REACTIFS:
Indole 38 57¢g 1 eq. 21 mmol
Acide acétique 125 mL
PROTOCOLE :

L’indole 38 est dissous dans 1’acide acétique. La mélange est porté a reflux pendant 24 h.

Apres refroidissement, le milieu réactionnel est dilu¢ avec 600 ml d’eau. Il se forme un
précipité qui est essor¢.

D’autre part, le filtrat est également extrait 2 fois par le dichlorométhane. Les phases
organiques sont rassemblées, lavées par de 1’eau saturée en NaCl et évaporées afin d’obtenir un
solide marron.

Les 2 lots de solide sont rassemblés et purifiés sur colonne de silice avec le
dichlorométhane comme éluant. L’indole 39 est alors obtenu sous forme d’une poudre jaune.

RMN (CDCl;) :

3,22 t,2H,J=6,2 Hz, H, Poudre jaune

3,87 s, 3H, OCH; Rdt= 80%

4,43 t,2H, J=6,1 Hz, H; Rf (CH,Cl,99 / MeOH 1) = 0,50
6,94 s, 1H, Hy F =182 °C (acétone/cyclohexane)
7,06 dd, 1H,J,=9,3Hz,J,=2,7Hz, H¢

7,12 d, 1H, J,,=2,7 Hz, Hg

7,34 d, 1H, J,=9,3 Hz, H;s

IR :

1536 n CC (aromatique)
1623 n CN (indole)
1698 n CO (cétone)
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7- Hydr oxy- 2, 3-di hydro- 1H pyrrol o[ 1, 2-a] i ndol -
1-one

CH,0

39 40

REACTIFS:

Indole 39 950 mg 1 eq. 4,7 mmol
Tribromure de bore (1 M / CH,Cl,) 3 eq. 14,2 mL 14,2 mmol
Dichlorométhane 30 mL

PROTOCOLE :

L’indole 39 est dissous dans le dichlorométhane. Le milieu réactionnel est ensuite mis sous
atmosphere d’azote et refroidi a 0°C. La solution de tribomure de bore (1 eq.) est alors ajoutée par
un septum. Le milieu réactionnel est agité pendant 2 h a température ambiante puis 2 équivalents
de la solution de tribromure de bore sont ajoutés. Le milieu réactionnel est agité pendant 2 h
supplémentaires.

11 est ensuite dilué dans 200 mL d’eau glacée et extrait plusieurs fois par ’acétate d’éthyle.
Les phases organiques sont séchées et évaporées pour donner un solide marron. Le composé est
enfin purifié par chromatographie sur colonne de silice avec le mélange dichlorométhane 98 /
méthanol 2 comme éluant.

RMN (DMSO-d) :

3,14 t,2H,J=5,8 Hz, H, Poudre marron

4,43 t,2H, J = 5,8 Hz, H; Rdt= 55%

6,74 s, 1H, Ho Rf (CH,Cl,9/MeOH 1) = 0,52
6,92 dd, 1H,J,=9,0Hz,J,=2,4 Hz, Hy F =247 °C (méthanol/eau)
6,98 d, 1H, J,,=2,4 Hz, Hy

7,43 d, 1H, J, = 9,0 Hz, H;

9,17 s, 1H, OH, échangeable dans D,O

IR :

1533 n CC (aromatique)

1626 n CN (indole)
1681 n CO (cétone)
3329 n OH (phénol)

© 2003 Tous droits réservés.
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7- Met hoxy- 1- oxo- 2, 3-di hydro- 1H pyrrol o[ 1, 2-
a] i ndol e- 9- car bal déhyde

CH,O | CH,0
N o -

39
REACTIFS 1.
Indole 39 lg 1 eq. 5,0 mmol
Chlorure d’étain (IV) (1 M / CH,Cl,) 2 eq. 10 mL 10 mL
Dichlorométhylméthyléther 765 mg 1,3 eq. 0,5 mL 6,7 mmol
Dichlorométhane séché 50 mL

PROTOCOLE 1.

Le chlorure stannique est introduit par une ampoule a addition dans un ballon tricol
préalablement séché et inerté a I’azote. Le milieu est refroidi a 0 °C dans un bain de glace et de
NaCl. Le dichlorométhylméthyléther est ajouté par une ampoule a addition. L’indole 39, dilué¢ dans
le dichlorométhane, est introduit goutte-a-goutte sur une période de 3 h par une ampoule a addition.
Le milieu réactionnel est alors agité pendant 3 jours a température ambiante sous atmosphére
d’azote.

Le milieu réactionnel est ensuite hydrolysé par I’ajout de 30 mL d’eau puis agité pendant 3
h. II est extrait plusieurs fois par le dichlorométhane. Les phases organiques sont rassemblées puis
filtrées sur célite, lavées 3 fois par de 1’acide chlorhydrique 3N et par de 1’eau saturée en NaCl.
Elles sont enfin évaporées pour donner 1’aldéhyde. Ce composé est purifié¢ par chromatographie sur
colonne de silice avec un mélange acétate d’éthyle 7 / cyclohexane 3 comme éluant.

REACTIFS 2.

Indole 39 lg 1 eq. 5,0 mmol
POCl; 3,2 eq. 1,5 mL 16 mmol
DMF sec 18 eq. 7 mL 90 mmol

PROTOCOLE 2:

Le DMF sec est introduit dans un ballon bicol. Ce ballon est placé dans un bain de glace
puis POCI; est introduit. Le mélange est agité pendant 15 min a 0 °C. L’indole 39, dilué dans le
DMF sec, est introduit goutte-a-goutte. Le milieu réactionnel est ensuite agit¢ pendant 2 h a
température ambiante.

Le milieu réactionnel est alors versé sur de la glace puis alcalinisé¢ avec K,COs;. Ce
mélange est extrait plusieurs fois par le dichlorométhane. Les phases organiques sont rassemblées,
lavées par une solution d’eau saturée en NaCl, séchées et évaporées.

Le solide marron-vert obtenu est purifié sur colonne de silice avec un mélange acétate
d’éthyle 7 / cyclohexane 3 comme ¢éluant.
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RMN (CDCI;) :

3,27 t,2H,J=15,7Hz, H, Poudre orange

3,85 s, 3H, OCH; Rdt1=30%

4,55 t,2H, J =5,7 Hz, H; Rdt2=75%

7,06 dd, 1H,J,=92Hz,J,=2,3Hz, H¢ Rf (CH,C1,98 / MeOH 2) = 0,71

7,12 d, 1H, J,=2,3 Hz, Hg F =212 °C (dichlorométhane/éther de pétrole)

7,34 d, 1H, J,=9,2 Hz, H;s
10,28 s, 1H, CHO

IR:

1541 n CC (aromatique)
1614 n CN (indole)
1660 n CO (aldéhyde)
1707 n CO (cétone)
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7-[2-(1-Piperidino)ethoxy] -2, 3-di hydro-
1H pyrrol o[ 1, 2-a] i ndol - 1- one

HO

40 42

REACTIFS:

Indole 40 500 mg 1 eq. 2,7 mmol
N-2-chloroéthylpipéridine . HCI 735 mg 1,5 eq. 4,0 mmol
Carbonate de potassium 1,5¢g 4 eq. 10,6 mmol
Diméthylformamide 10 mL

PROTOCOLE :

L’indole 40, la pipéridine et le carbonate de potassium sont introduits dans un ballon. Le
diméthylformamide est ajouté et le milieu réactionnel est chauffé a 80 °C, pendant 4 h.

Apres refroidissement, le milieu est hydrolysé dans 100 mL d’eau, extrait 2 fois par I’éther.
Les phases organiques sont rassemblées, séchées et évaporées.

L’indole 42 est recristallisé dans le cyclohexane.

RMN (CDCI;) :

1,47 M, 2H, Hy Poudre jaune

1,62 M, 4H, Hs Rdt=52%

2,54 M, 4H, H, Rf (CH,Cl,9/MeOH 1) = 0,35
2,82 t,2H, J = 6,0 Hz, NCH,CH,0O F =126 °C (cyclohexane)

3,22 t,2H, J = 6,0 Hz, H,

4,16 t,2H, J = 6,0 Hz, NCH,CH,0O IR :

4,43 t,2H, J = 6,0 Hz, H; 1528 n CC (aromatique)
6,92 s, 1H, Hy 1622 n CN (indole)
7,08 dd, 1H,J,=8,7Hz, J,=2,4 Hz , Hg 1722 n CO (cétone)
7,12 d, 1H,J.,=24Hz, Hg 2933 n CH (aliphatique)
7,33 d, 1H, J,= 8,7 Hz, Hs
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9- ( Hydr oxynmet hyl ) - 7- mét hoxy- 2, 3- di hydr o-
1H pyrrol o[ 1, 2-a] i ndol - 1- one

CH,O

CHO

Y

41

REACTIFS :

Indole 41

220 mg

BH; (1 M/ THF)
THF distillé

PROTOCOLE :

CH,0

43
1 eq. 1,0 mmol
1 eq. I mL 1,0 mmol
30 mL

Dans un ballon bicol préalablement séché sont introduits le tétrahydrofurane fraichement

distillé et I’indole 41. Le milieu réactionnel est placé sous atmosphére d’azote et refroidi dans un
bain de glace. Le borane est introduit & travers un septum. Le milieu réactionnel est agité pendant 3
h a température ambiante.

Le milieu est ensuite hyrdolysé par ajout de 40 mL d’cau et laissé agité pendant 12 h. Il est

alors extrait plusieurs fois par du dichlorométhane. Les phases organiques sont rassemblées, lavées
par une solution de NaHCO; a 10%, puis par une solution d’eau saturée en NaCl, séchées et

évaporées.
Le produit est enfin purifi¢ par chromatographie sur colonne de silice avec un mélange

acetate d’¢thyle 5/cyclohexane 5 comme ¢luant.

RMN (DMSO-de) :

3,15
3,80
4,37
4,82
4,99
7,01
7,29
7,49

IR:

1558
1623
1705
2926

© 2003 Tous droits réservés.

t,2H, 1 =6,5 Hz, H,

s, 3H, OCH;

t,2H, J = 6,5 Hz, H;

d, 2H, J = 5,8 Hz, CH,OH

t, 1H, J = 5,8 Hz, CH,OH, échangeable dans D,O
dd, 1H,J,=9,0Hz,J,=2,5Hz, Hg

d, 1H, J,,=2,5 Hz, Hg

d, 1H, J,=9,0 Hz, Hs

n CC (aromatique)
n CN (indole)
n CO (cétone)
n CH (aliphatique)

Poudre beige
Rdt =83 %

Rf (CH,C1,98 / MeOH 2) = 0,25
F =150 °C (toluéne)
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9- Met hyl - 7- mét hoxy- 2, 3-di hydr o-
1H pyrrol o[ 1, 2-a] i ndol - 1- one

CH,O CHO

Y

41

REACTIFS:

Indole 41 220 mg 1 eq. 1,0 mmol
BH; (1 M /THF) 3 eq. 3mL 3,0 mmol
THF distillé 30 mL

PROTOCOLE :

Dans un ballon bicol préalablement séché sont introduits le tétrahydrofurane fralchement
distillé et I’indole 41. Le milieu réactionnel est placé sous atmosphére d’azote et refroidi dans un
bain de glace. Le borane est introduit a travers un septum. Le milieu réactionnel est agité pendant 3
h a température ambiante.

Le milieu est ensuite hyrdolysé par ajout de 40 mL d’cau et laissé agité pendant 12 h. Il est
alors extrait plusieurs fois par du dichlorométhane. Les phases organiques sont rassemblées, lavées
par une solution de NaHCO; a 10%, puis par une solution d’eau saturée en NaCl, séchées et
évaporees.

Le produit est enfin purifi¢ par chromatographie sur colonne de silice avec un mélange
acetate d’¢thyle 5/cyclohexane 5 comme ¢luant.

RMN (CDCl,) :

5,54 s, 3H, CH; Poudre beige

3,17 t,2H,J=6,5 Hz, H, Rf (CH,Cl1,98 / MeOH 2) = 0,83
3,89 s, 3H, OCH; F =162 °C (éthanol)
4,33 t,2H, J=6,5 Hz, H;

7,0247,06 M, 2H, Hg et Hq

7,26 d, 1H, J, = 8,7 Hz, H;

IR:

1566 n CC (aromatique)

1620 n CN (indole)

1704 n CO (cétone)

2924 n CH (aliphatique)
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5- Hydr oxy- 2- ni t r oacét ophénone

o o
6
HO HO
[
4 5 NO,
45
REACTIFS:
3-Hydroxyacétophénone 20g 1 eq. 146,8 mmol
Acide nitrique 70% 1 eq. 10,4 mL
Acide acétique 80 mL
PROTOCOLE :

La 3-hydroxyacétophénone est dissoute dans 1’acide acétique. Le milieu réactionnel est
alors chauffé a 70 °C. L’acide nitrique (d = 1,4) est ensuite introduit goutte-a-goutte en controlant
la température afin qu’elle ne varie pas de +/- 2 °C.

Une fois I’ajout terminé, le milieu est versé dans 400 mL d’eau glacée ou le produit
précipite. Ce mélange est laissé pendant une nuit a 4 °C. Le précipité formé est essoré puis séché. Il
correspond aux trois régioisomeres formés: les 2-nitro-, 4-nitro- et  6-nitro-3-
hydroxyacétophénones.

L’isomeére désiré est obtenu par recristallisation fractionnée dans le benzéne ou il précipite
pur ou par séparation chromatographique sur colonne de silice avec un mélange dichlorométhane
95 / méthanol 5 comme éluant.

RMN (DMSO-de) : Poudre beige

2,48 s, 3H, COCH; Rdt= 30% (en isomeére désiré)
6,84 d, 1H, J,= 2,5 Hz, Hs Rf(CH,C1,9/MeOH 1)=0,51
7,00 dd, 1H,J,,=2,5Hz, J,=9,0 Hz, H, F =148 °C (benzéne)

8,08 d, 1H, J,=9,0 Hz, H;

11,39 s, lH, OH

IR :

5177 N0,

1574 n CC (aromatique)

1691 n CO (cétone)

3110 n OH
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2- Am no- 5- hydr oxyacét ophénone

0 6 0
HO HO
B
NO, 4 W,
45 86

REACTIFS:
Acétophénone 45 1,0g 1 eq. 5,5 mmol
Fer en poudre 1,86 g 6 eq. 33,1 at.g
Acide acétique/éthanol/eau 10/10/5 mL
Acide chlorhydrique concentré 0,25 mL
PROTOCOLE :

La 2-nitroacétophénone 45 est dissoute dans le mélange acide acétique/éthanol/eau (2:2:1).
La poudre de fer, puis I’acide chlorhydrique sont ajoutés. Le milieu réactionnel est porté a reflux
pendant 15 min, puis filtré a chaud. La solution est ensuite alcalinisée avec du bicarbonate de
sodium et extraite par le chloroforme. La phase organique est lavée par une solution aqueuse
saturée en NaCl, puis séchée sur MgSO, et enfin concentrée. Le solide jaune obtenu est enfin lavé
par ’acétate d’éthyle.

RMN (DMSO-dy) :

2,45 s, 3H, COCH; Solide jaune

6,61 a 6,65 M, 3H, Hjs et NH, échangeables dans D,O  Rdt =68 %

6,82 dd, 1H,J,=2,9Hz,J,=9,1 Hz, H, Rf (CH,Cl, 9/ MeOH 1) = 0,37
7,07 d, 1H, J,,=2,9 Hz, He F =181 °C (acétate d’éthyle)
8,68 s, 1H, OH échangeable dans D,O

IR :

1556 n C=C (aromatique)

1626 n CO (cétone)
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5-[2-(1- Pi péridi no) ét hoxy] - 2-
ni tr oacét ophénone

4l
C);
N
0} H o
6
HO (o)
B
NO, 4 3 NO,
45 46
REACTIFS:
Acétophénone 45 1,5¢g 1 eq. 8,3 mmol
N-(2-chloroéthyl)pipéridine 1,7¢g 1,1 eq. 9,1 mmol
Carbonate de potassium 4,6 g 4 eq. 33,2 mmol
DMF 10 mL
PROTOCOLE :

L’acétophénone 45, la pipéridine, le carbonate de potassium et le diméthylformamide sont
introduits dans un ballon et chauffés a 80 °C pendant 4 h.

Apres refroidissement, le milieu réactionnel est hydrolysé dans 200 mL d’eau, puis extrait
plusieurs fois par de 1’éther. Les phases organiques rassemblées sont lavées 2 fois par HC1 0,5 N.
Les phases aqueuses acides sont ensuite alcalinisées avec K,COj; et extraites par I’acétate d’éthyle.
Les phases organiques sont séchées puis évaporées pour donner I’acétophénone 46 sous forme
d’une huile jaune.

RMN (CDClLy) :

1,40 M, 2H, Hy Huile jaune
1,54 qu, 4H, J =5,6 Hz, H;- Rdt=92 %
2,46 M, 7H, COCHj; et Hy: Rf (CH,Cl,9/MeOH 1) = 0,43
2,75 t,2H, J = 6,0 Hz, OCH,CH,N

4,15 t, 2H, J = 6,0 Hz, OCH,CH,N

6,75 d, 1H, J,=2,9 Hz, He

6,96 dd, 1H,J,=29Hz, J,=8,9 Hz, H,

8,07 d, 1H,J,=8,9 Hz, H;

IR:

1335 et 1515 n NO,

1581 n CC (aromatique)

1711 n CO (cétone)

2936 n CH (aliphatique)
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2- Am no-5-[2-(1-
pi péri di no) ét hoxy] acét ophénone

4l
() ()
2'
N N
H ] H o
0 (0]
B ——
NO, 4 s
46 a7
REACTIFS:
Acétophénone 46 1,7¢ 1 eq. 5,8 mmol
Fer en poudre 1,96 g 6 eq. 34,9 at.g
Acide acétique/éthanol/eau 10/10/5 mL
Acide chlorhydrique concentré 0,25 mL

PROTOCOLE :

La 2-nitroacétophénone 46 est dissoute dans le mélange acide acétique/éthanol/eau (2:2:1).
La poudre de fer, puis I’acide chlorhydrique sont ajoutés. Le milieu réactionnel est porté a reflux
pendant 15 min, puis filtré a chaud. La solution est ensuite alcalinisée avec du bicarbonate de
sodium et extraite par le chloroforme. La phase organique est lavée par une solution aqueuse
saturée en NaCl, puis séchée sur MgSO, et enfin évaporée. On obtient alors 1’amine sous forme

huileuse.

RMN (CDCly) :

1,52 M, 2H, Hy Huile jaune

1,74 qu, 4H, J = 5,8 Hz, Hs- Rdt = 88%

2,55 s, 3H, CH; Rf (CH,Cl, 9/ MeOH 1) = 0,35
2,79 M, 4H, H»

3,00 t,2H, J = 5,4 Hz, OCH,CH,N IR :

4,17 t, 2H, J = 5,4 Hz, OCH,CH,N 1588 n C=C (aromatique)
6,60 d, 1H, J, = 8,8 Hz, H; 1670 n CO (cétone)

6,95 dd, 1H, J,=2,7Hz, J,= 8,8 Hz, H,4 2943 n C-H (aliphatique)
7,18 d, 1H, J,,= 2,7 Hz, Hg 3330 et 3424 nNH,
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5- Benzyl oxy- 2-ni tr oacét ophénone

4l
0 3 5 0
HO 295
_—
NO, 4 NO,
3
45 48

REACTIFS:
5-Hydroxy-2-nitroacétophénone 1,5¢g 1 eq. 8,3 mmol
Bromure de benzyle 1,7¢g 1,2 eq. 1,2 mL 9,9 mmol
Carbonate de potassium 4,6 g 4 eq. 33,1 mmol
DMF 15 mL
PROTOCOLE :

L’acétophénone 45, le bromure de benzyle, le carbonate de potassium et le
diméthylformamide sont introduits dans un ballon et chauffés a 80 °C pendant 4 h.

Aprés refroidissement, le milieu réactionnel est dilué¢ dans 200 mL d’eau, puis extrait
plusieurs fois par de 1’éther. Les phases organiques sont séchées puis concentrées sous pression
réduite. La nitroacétophénone 48 précipite par ajout d’un mélange d’¢éther et d’éther de pétrole.

RMN (DMSO-dg) :

2,53 s, 3H, COCH; Poudre jaune pale

5,18 s, 2H, OCH,F Rdt= 77%

6,87 d, 1H, J,,=2,7 Hz, Hy Rf (CH,Cl,)=10,71

7,05 dd, 1H,J,=2,7Hz,J,=9,2 Hz, H, F =74 °C (éther/éther de pétrole)
7,41 M, SH, H», Hy, Hy:

8,14 d, 1H,J,=9,2 Hz, H;

IR :

1338 et 1508 N NO,
1543 et 1579 n CC (aromatique)
1703 n CO (cétone)
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b- Di mét hyl am no- 5- benzyl oxy- 2-
ni troacét ophénone, chl orhydrate

4'
O 3 O
' 6
(0] 2 0 -
[ N
. HCI
NO, 4 NO,
3
48 49
REACTIFS:
5-Benzyloxy-2-nitroacétophénone 1,7¢ 1 eq. 6,3 mmol
Chlorhydrate de diméthylamine 615 mg 1,2 eq. 7,5 mmol
Formaldéhyde 37% 510 mg 1 eq. 0,47 mL 6,3 mmol
Anhydride acétique 15 mL
PROTOCOLE :

Le chlorhydrate de diméthylamine et le formaldéhyde sont agités a température ambiante
pendant 30 min. L’anhydride acétique est ensuite introduit et le mélange est chauffé¢ a 60 °C
jusqu’a la formation d’une solution homogéne. L’acétophénone est alors ajoutée et la réaction se
poursuit pendant 30 minutes a 60 °C.

Le milieu réactionnel est ensuite concentré sous pression réduite. Le résidu obtenu est dilué
dans un mélange acétone/éther (1:1) et agité a température ambiante pendant 12 h.

Le précipité formé est essoré et recristallisé dans un mélange butanol/éther.

IR:

1336 et 1510 nNO, Poudre blanche

1581 n CC (aromatique) Rdt= 58%

1714 n CO (cétone) Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1) =0,51
3016 n CH (aliphatique) F =130 °C (butanol/éther)
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b- Di mét hyl am no- 2- am no- 5-
hydr oxyacét ophénone, chl orhydrate

o 6
0 _ HO N/
N —_—
| 4 .2 HCI
NO, 5 NH,
49 85
REACTIFS:
Propiophénone 49 25¢g 1 eq. 6,8 mmol
Pd/C 1.,0g
Meéthanol 50 mL
PROTOCOLE :

La propiophénone 49 est dissoute dans le méthanol. Le palladium sur charbon est ajout¢ et
le mélange est placé sous pression atmosphérique d’hydrogéne pendant 1 h.

Avant de filtrer le palladium sur célite, 5 mL d’acide chlorhydrique 6 N sont ajoutés au
mélange Le filtrat est alors concentré sous pression réduite et le résidu est dilué dans un mélange
méthanol/éther (1:3). Ce mélange est agité pendant 1 h a température ambiante puis le précipité est
essoreé.

RMN (DMSO-dg) :

2,79a3,16 M, 6H, N(CHa), Poudre blanche

3,42 t,2H, J = 7,0 Hz, COCH,CH,N Rdt= 63%

3,58 t,2H, J = 7,0 Hz, COCH,CH,N Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1/NH;) = 0,24
7,10 dd, 1H, J,=2,4Hz,J,=8,7 Hz, Hy F =163 °C (méthanol/éther)
7,26 d, 1H, J,= 8,7 Hz, H;

7,39 d, 1H, J,= 2.4 Hz, He

7,51 s, 1H, OH échangeable dans D,O

10,75 s, 1H, NH" échangeable dans D,0

IR :

1547 et 1576 n CC (aromatique)

1670 n CO (cétone)

2704 et 2977 n CH (aliphatique)
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3- (1- Hydr oxypropyl ) phénol

0 OH
2
HO HO
H
—_—
6 4

5

50
REACTIFS:
3-Hydroxybenzaldéhyde 5¢g 1 eq. 41,3 mmol
Magnésium 32¢g 3 eq. 132,2 mmol
Bromoéthane 14 ¢ 3 eq. 9,8 mL 132,2 mmol
Ether 250 mL
PROTOCOLE :

L’¢éther séché sur tamis moléculaire est introduit dans un ballon tricol préalablement séché.
Le magnésium est introduit et le milieu est placé sous atmosphére d’azote. Le bromoéthane dilué
dans 1’éther (30 mL) est introduit goutte-a-goutte. Aprés la fin de 1’ajout, le milieu réactionnel est
agité pendant 30 minutes & température ambiante puis il est refroidi dans un bain de glace et de
NaCl. Le 3-hydroxybenzaldé¢hyde solubilisé¢ dans 1’¢ther (100 mL) est introduit goutte-a-goutte sur
une période
de 1 h. Apres la fin de I’ajout, le mélange est agité pendant 1 h a température ambiante.

Le milieu réactionnel est ensuite hydrolysé sur un mélange de glace et d’acide
chlorhydrique
2 N. Aprés dissolution du milieu réactionnel, cette phase aqueuse est extraite plusicurs fois par
I’¢ther. Les phases organiques sont rassemblées, lavées par une solution d’eau saturée en NaCl,
séchées et évaporées.

Le produit désiré est obtenu pur par recristallisation dans un mélange d’acétate d’éthyle et
de cyclohexane.

RMN (DMSO-dg) :

0,81 t, 3H, J=7,5 Hz, CH,CH; Poudre blanche

1,56 qu,J=7,5Hz,J=6,2 Hz, CHCH,CH; Rdt= 55%

4,33 q,J=6,2Hz, ] =4,0 Hz, CH(OH)CH,CHj; Rf (CH,Cl,9/MeOH 1) =0,39

5,03 d, ] =4,0 Hz, CH(OH)CH,CHj, F =111 °C (AE/cyclohexane)
échangeable dans D,0O

6,59 dd, 1H, J,=8,0 Hz, J.,= 2,7 Hz, H4

6,70 M, 2H, Hz et HG

7,08 t, 1H,J,=8,0 Hz , H;s

9,25 s, 1H, F OH, échangeable dans D,O

IR:

1590 n CC (aromatique)

3086 n OH (alcool)

3404 n OH (phénol)

3- Hydr oxypr opi ophénone

197

© 2003 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

These de Aurore Pottier ép. Perzyna, Lillel, 2003
Partie Expérimentale

OH (0]
2
HO HO
—_—
4 6
5
50 51

REACTIFS:
Phénol 50 25¢g 1 eq. 16,7 mmol
DDQ 42¢g 1,1 eq. 18,3 mmol
Dioxane 40 mL
PROTOCOLE :

La 3-hydroxypropiophénone est solubilisée dans le dioxane puis la DDQ est ajoutée. Le
mélange est chauffé a reflux pendant 72 h.

Apres refroidissement, le milieu réactionnel est filtré. Le filtrat est évaporé sous vide et
fournit une huile marron.

Cette huile est purifiée sur colonne chromatographique de silice en utilisant un mélange
dichlorométhane ® dichlorométhane 9 / acétate d’éthyle 1 comme ¢luant. La cétone précipite par
ajout de cyclohexane a I’huile orange.

RMN (CDCl,) :

1,22 t,3H, J=7,2 Hz, CH,CH; Poudre jaune

3,00 q,J=17,2Hz, CH,CH; Rdt= 91%

7,09 dd, 1H, J,=8,2 Hz, J,,= 2,3 Hz, H,4 Rf(CH,C1,9/MeOH 1) = 0,59
6,70 t, 1H,J,=8,2Hz,J,=7,7Hz , Hs F =75 °C (cyclohexane)
7,33 d, 1H, J,=7,7 Hz, He

9,25 s, 1H, H,

IR :

1594 n CC (aromatique)

1661 n CO (cétone)

3300 n OH (phenol)
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Partie Expérimentale

5- Hydr oxy-2-ni tr opr opi ophénone

O O
6
HO HO
—_—
4 NO,
3
51 52

REACTIFS:
3-Hydroxypropiophénone 51 1,15¢g 1 eq. 7,7 mmol
Acide nitrique 70% 1 eq. 0,55 mL
Acide acétique 10 mL

PROTOCOLE :

La 3-hydroxypropiophénone est dissoute dans 1’acide acétique. Le milieu réactionnel est
alors chauffé a 70 °C. L’acide nitrique (d = 1,4) est ensuite introduit goutte-a-goutte en contrélant
la température afin qu’elle ne varie pas de +/- 2 °C.

Une fois 1’ajout terming, le milieu est dilué dans 50 mL d’eau glacée. Cette phase aqueuse
est extraite plusieurs fois par I’acétate d’éthyle. Les phases organiques sont rassemblées, lavées par
de I’eau saturée en NaCl, séchées et évaporées sous pression réduite.

Le résidu est purifi¢ par colonne chromatographique de silice en utilisant un mélange
dichlorométhane 9 / acétate d’éthyle 1 comme éluant. Le solide obtenu est lavé plusieurs fois par le
cyclohexane.

RMN (DMSO-dp) :

1,09 t, 3H, J=7,0 Hz, CH,CH; Poudre beige

2,76 q,J=7,0Hz, CH,CH; Rdt= 35% (en isomeére désiré)
6,80 d, 1H,J,=2,6 Hz, Hy Rf (CH,C1,9/MeOH 1) = 0,58
6,99 dd, 1H,J,=9,2Hz, J,=2,6 Hz,H, F =48°C

8,10 d,1H,J,=9,2Hz,H;

11,39 s, 1H, OH, échangeable dans D,O

IR :

25 o

1593 n CC (aromatique)

1693 n CO (cétone)

3261 n OH

© 2003 Tous droits réservés.

199

http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

These de Aurore Pottier ép. Perzyna, Lillel, 2003

Partie Expérimentale

5-[2-(1- Pi péridi no) ét hoxy] - 2-
ni t r opr opi ophénone

4
9
N ?
o) H 0
6
HO - o o]
NO, 4 NO,
3
52 53
REACTIFS :
Propiophénone 52 1,7¢g 1 eq. 8,7 mmol
N-(2-chloroéthyl)pipéridine 19¢g 1,2 eq. 10,5 mmol
Carbonate de potassium 48 ¢ 4 eq. 34,8 mmol
DMF 10 mL
PROTOCOLE :

La propiophénone 52, la pipéridine, le carbonate de potassium et le diméthylformamide

sont introduits dans un ballon et chauffé a 80 °C pendant 4 heures.

Aprés refroidissement, le milieu réactionnel est dilué dans 200 mL d’eau, puis extrait

plusieurs fois par de 1’¢ther. Les phases organiques rassemblées sont lavées 2 fois par HCI 0,5 N.
Les phases aqueuses acides sont ensuite alcalinisées avec K,CO; et extraites par [’acétate d’éthyle.
Les phases organiques sont séchées puis évaporées afin de donner la propiophénone 53 sous forme
d’une huile jaune.

RMN (CDCly) :

1,22 t,3H, J=7,1 Hz, CH,CH; Huile jaune
1,46 M, 2H, H, Rdt= 66%
1,63 qu, 4H, J = 5,5 Hz, H;: Rf(CH,C1,9/MeOH 1) =0,52
2,56 M, 4H, H,:

2,72 q, 2H, ] = 7,1 Hz, CH,CH;

2,86 t,2H, J = 6,0 Hz, OCH,CH,N

4,24 t,2H, J = 6,0 Hz, OCH,CH,N

6,75 d, 1H, J,= 2,7 Hz, Hy

6,99 dd, 1H,J,=2,7Hz,J,=9,3 Hz, H,

8,11 d, 1H, J,=9,3 Hz, H;

IR :

1339 et 1515 n NO,

1580 n CC (aromatique)

1710 n CO (cétone)

2936 n CH (aliphatique)
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2- Am no-5-[2-(1-
pi péri di no) ét hoxy] pr opi ophénone

NO

53

REACTIFS:

Propiophénone 53

Fer en poudre

Acide acétique/éthanol/eau
Acide chlorhydrique concentré

PROTOCOLE :

4l
C);
N 2
H )
6
O
4 f NH,
87
1 eq. 6,2 mmol
6 eq. 37,0 at.g
10/10/5 mL
0,25 mL

La 2-nitropropiophénone 53 est dissoute dans le mélange acide acétique, éthanol, eau

(2:2:1). La poudre de fer, puis I’acide chlorhydrique sont ajoutés. Le milieu réactionnel est porté a
reflux pendant 15 min, puis filtré a chaud. La solution est ensuite alcalinisée avec du bicarbonate de
sodium et extraite par le chloroforme. La phase organique est lavée par une solution aqueuse
saturée en NaCl, puis séchée sur MgSO, et enfin évaporée. On obtient alors 1’amine sous forme

huileuse.

RMN (CDCly) :

1,20 t, 3H, J=7,3 Hz, CH,CH;

1,52 M, 2H, Hy

1,74 qu, 4H, J=5,5Hz, Hs:

2,77 M, 4H, H,

2,97 M, 4H, OCH2CH2N et CH2CH3
4,16 t,2H, ] =5,5 Hz, OCH,CH,N

6,53 s, 2H, NH,, échangeables dans D,O
6,01 d, 1H, J, = 8,8 Hz, H;

6,95 dd, 1H, J,,=2,9 Hz, J, = 8,8 Hz, H4
7,23 d, 1H, J,=2,9 Hz, He

© 2003 Tous droits réservés.

Huile jaune

Rdt =86%

Rf(CH,Cl, 9/ MeOH 1) = 0,21
IR:

1587 n CC (aromatique)
1651 n CO (cétone)
2938 n CH (aliphatique)

3343 et 3456 nNH,
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7- Met hyl - 9- oxo-9, 11- di hydr oi ndol i zi no
[ 1, 2- b] qui nol éi ne-8-carbonitrile

2 CH,
(0]
26 5 54
REACTIFS:
Amine 26 720 mg 0,8 eq. 3,4 mmol
Nitrile 5 800 mg 1 eq. 4,3 mmol
Acide acétique 10 mL

PROTOCOLE 1:

Le nitrile 5 et ’acide acétique sont placés sous atmosphére d’azote et portés a reflux.
Dés dissolution du nitrile, I’aminobenzaldéhyde 26 est ajouté. Le mélange est maintenu 1 h

a reflux.
Le milieu réactionnel est versé dans ’eau froide, puis extrait par I’acétate d’éthyle. La

phase organique est lavée par une solution saturée en NaCl, séchée sur MgSO, et évaporée sous

vide.
Le produit obtenu est purifi¢ par chromatographie sur colonne de silice avec 1’acétate

d’éthyle comme éluant.

PROTOCOLE 2:

L'imine 26, la cétone 5 et l'acide acétique sont placés dans un four a micro-ondes pendant
15 min. Le milieu réactionnel est chauffé de maniére a atteindre le reflux du mélange azéotropique
acide acétique/eau.

Le milieu réactionnel est versé dans ’eau froide, puis extrait par I’acétate d’éthyle. La
phase organique est lavée par une solution saturée en NaCl, séchée sur MgSO, et évaporée sous
vide.

Le produit obtenu est purifi¢é par chromatographie sur colonne de silice avec 1’acétate
d’éthyle comme éluant.

RMN (CF;COO0D) :

2,31 s, 3H, CH; Solide marron
5,27 s, 2H, Hy; Rdt1=43%
6,70 a 7,90 M, SH, Hl, Hz, H3, H4, HG Rdt2= 59%
8,93 s, 1H, Hy» Rf(AE)=0,50

F > 250 °C (DMF)
SM (ionisation chimique) :

274 MH" IR en cm':
302 M-CH,-CH;" 1650 n CO (pyridone)
2218 n CN
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X-[2-(1-Pi péridino)ét hoxy]-7-nmet hyl - 9- oxo-
9, 11- di hydr oi ndol i zi no[ 1, 2- b] qui nol &i ne- 8-
carbonitriles, chlorhydrates

(0]
CHO
I |
T
NH,
@)
@
35,36 5 55,56
REACTIFS:
Aminobenzaldéhyde 35,36 1,1g 0,8eq. 4,0mmol
Nitrile 5 lg leq. 5,3mmol
Acide acétique 15mL

PROTOCOLE 1:

L'aminobenzaldéhyde, la cétone 5 et I'acide acétique sont placés sous atmosphére d’azote et
portés a reflux pendant 2 h.

Apres refroidissement, ’acide acétique est évaporé sous vide. Le solide marron obtenu est
dissous dans le méthanol avant 1’addition d'acide chlorhydrique gazeux. Le méthanol est ensuite évaporé et le
solide marron est lavé plusieurs fois par I'éther. Le produit est purifié par chromatographie sur colonne
de silice avec un mélange dichlorométhane 9 /méthanol 1 comme éluant.

PROTOCOLE 2:

L'aminobenzaldéhyde, la cétone 5 et l'acide acétique sont placés dans un four a micro-
ondes pendant 15 min. Le milieu réactionnel est chauffé¢ de manicre a atteindre le reflux du
mélange azéotropique acide acétique/eau.

Apres refroidissement, I’acide acétique est évaporé sous vide. Le solide marron obtenu est
dissous dans le méthanol avant 1’addition d'acide chlorhydrique gazeux. Le méthanol est ensuite évaporé et le
solide marron est lavé plusieurs fois par I'éther. Le produit est purifié par chromatographie sur colonne
de silice avec un mélange dichlorométhane 9 /méthanol 1 comme éluant.
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55:

carbonitrile, chlorhydrate
RMN (CDCl;) :
1,48 M, 2H, Hy:
1,65 M, 4H, Hs:
2,61 M, 7H, H,,, CH;
2,93 M, 2H, NCH,CH,0
4,34 M, 2H, NCH,CH,O
5,25 s, 2H, Hy;
7,18a7,82 M, 4H, H,, H,, H4 He
8,32 s, 1H, Hy»

3-[2-(1-Pipéridino)éthoxy]-7-méthyl-9-0x0-9,11-dihydroindolizino[ 1,2-b]quinoléine-8-

Solide jaune

Rdt1=31%

Rdt2=71%

Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1) = 0,49

F > 250 °C (DMF/éther)

IR en cm':

1655 n CO (pyridone)
2218 nCN

56 : 2-[2-(1-Pipéridino)éthyloxy]-7-méthyl-9-0x0-9,11-dihydroindolizino[ 1,2-b]quinoléine-8-
carbonitrile, chlorhydrate

RMN (CDCL,) :

1,76 M, 2H, Hy

1,92 M, 4H, Hs-

2,58 M, 7H, H,,, CH;

2,95 M, 2H, NCH,CH,0O
4,30 M, 2H, NCH,CH,0O
5,25 s, 2H, Hy,

7,15a7,87 M, 4H, H,, H;, Hs He
8,27 s, 1H, Hy,

© 2003 Tous droits réservés.

Solide jaune

Rdt 1 =38%

Rdt2=57%

Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1) = 0,53

F > 250 °C (DMF/éther)

IR en cm':

1653 n CO (pyridone)
2214 nCN
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8- Acét am domet hyl -
X-[2-(1-pi péridino)éthoxy]-7-nmethyl -9-oxo-
9, 11- di hydr oi ndol i zi no[ 1, 2- b] qui nol &i nes,
chl or hydr at es

o
CHO CH,NHCOCH,
oL+ O -
NH, NX"cH, \ /" —CH,NHCOCH,
0
O '

. 1HCI

35,36 8 57,58
REACTIFS:
Aminobenzaldéhyde 35,36 I,1g 1 eq. 6 mmol
Cétone 8 lg 1 eq. 6 mmol
Acide acétique 20 mL
O

CH, N CH,NHCOCH,
Q0 —

26 8 59
REACTIFS :
N-o-aminobenzylidéne-p-toluidine 625 mg 1,2 eq. 3 mmol
Cétone 8 580 mg 1 eq. 2,5 mmol
Acide acétique 20 mL

PROTOCOLE 1:

L'aminobenzaldéhyde 35, 36 ou I’imine 26, la cétone 8 et 1'acide acétique sont placés sous
atmosphere d’azote et portés a reflux pendant 8 h.

Aprés refroidissement, 1'acide acétique est évaporé sous vide. Le solide marron obtenu est
dissous dans le méthanol avant 1’addition d'acide chlorhydrique gazeux. Le méthanol est ensuite
¢évaporé¢ et le solide marron est lavé plusieurs fois par l'éther avant d'étre utilisé sans purification
supplémentaire dans 1'étape suivante.

Le produit peut étre purifié par chromatographie sur colonne de silice en utilisant un
mélange dichlorométhane 7/méthanol 3 comme ¢éluant. Le solide orange obtenu est recristallisé
dans I'éthanol.
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PROTOCOLE 2:

L'aminobenzaldéhyde 35, 36 ou I’imine 26, la cétone 8 et l'acide acétique sont placés dans un
four a micro-ondes pendant 15 min. Le milieu réactionnel est chauffé de maniére a atteindre le
reflux du mélange azéotropique acide acétique/eau.

Apres refroidissement, l'acide acétique est évaporé sous vide. Le solide marron obtenu est
dissous dans le méthanol avant 1’addition d'acide chlorhydrique gazeux. Le méthanol est ensuite
évaporé et le solide marron est lavé plusieurs fois par I'éther.

Le produit est purifié par chromatographie sur colonne de silice en utilisant un mélange
dicholorométhane 7 /méthanol 3 comme ¢luant. Le solide orange obtenu est recristallis¢ dans
1'éthanol.

57 : 8-Acétamidométhyl-3-[2-(1-pipéridino)éthoxy]-7-méthyl-9-oxo-
9,11-dihydroindolizino[1,2-b]quinoléine, chlorhydrate

SM (IE) :

446 M" Solide orangé

403 M' - COCH; Rdt 1 =44%

304 M’ - COCH; - pipéridine Rdt 2 = 74%

275 M’ - COCH; - pipéridine - CH,NH Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1 + NH;) = 0,39
F > 250 °C (EtOH/H,0)

IR :

1595 n CC (aromatique)
1618 n CN (quinoléine)
1664 n CO (pyridone)
2935 n CH (aliphatique)
3300 N NH (amide)

58 : 8-Acétamidométhyl-2-[2-(1-pipéridino)éthoxy]-7-méthyl-9-oxo-
9,11-dihydroindolizino[ 1,2-b]quinoléine, chlorhydrate

SM (IE) :

446 M’ Solide marron

403 M - COCH; Rdt1=45%

304 M" - COCH; - pipéridine Rdt 2 =60 %

275 M" - COCH; — pipéridine — CH,NH Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1 + NH;) = 0,53
F > 250 °C (EtOH/H,0)

IR:

1591 n CC (aromatique)

1621 n CN (quinoléine)

1655 n CO (pyridone)

2934 et 2853 n CH (aliphatique)

3418 n NH (amide)

59 : 8-Acétamidométhyl-7-méthyl-9-0x0-9,11-dihydroindolizino[ 1,2-b]quinoléine, chlorhydrate

SM (IE) :
319 M" Solide marron
276 M" - COCH; Rdt 1 =48%
Rdt2=91%
IR : Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1 + NH3) = 0,63
1591 n CC (aromatique) F > 250 °C (DMF/Et,0)

1666 n CO (pyridone)
3329 n NH (amide)
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8- Am nomeét hyl -
X-[2-(1-pi péridino)éthoxy]-7-nmethyl -9-oxo-
9, 11- di hydr oi ndol i zi no[ 1, 2- b] qui nol &i nes,
chl or hydr at es

AN O
R _ N -

N \ /—CH,NHCOCH,

CH,
R=Hou O
_\_N: ) Hel
2 3
57-59 60-62

REACTIFS :
57, 58 ou 59 1,5¢g 1 eq. 3,7 mmol
Acide chlorhydrique 6 N 50 mL
PROTOCOLE:

L’amide 57, 58 ou 59 est dissous dans l'acide chlorhydrique 6 N. Le mélange est porté a
reflux pendant 24 h. Aprés refroidissement, le milieu réactionnel est dilué dans 200 mL d’eau. La
phase aqueuse acide est lavée plusieurs fois par le chloroforme. Elle est ensuite évaporée sous
pression réduite. On obtient alors un solide marron qui est purifié sur colonne de silice avec comme
¢luant un mélange dichlorométhane 7 /méthanol 3. On obtient ainsi une poudre qui est recristallisée
dans un mélange éthanol/eau.
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60: 8-Aminométhyl-3-[2-(1-pipéridino)éthoxy]-7-méthyl-9-oxo-

9,11-dihydroindolizino[ 1,2-b]quinoléine, chlorhydrate

RMN (DMSO-dg) :

1,70 M, 2H, Hy

1,83 M, 4H, Hx

2,46 s, 3H, CH;

3,05 M, 2H, NCH,CH,0O

3,58 M, 4H, H»

3,98 S, 2H, CHzNHz

4,68 M, 2H, NCH,CH,0O

5,26 s, 2H, H;,

7,16 s, 1H, He

7,43 dd, 1H,J,=9,1 Hz, J,,= 2,0 Hz, H,
7,58 d, 1H,J,=2,0 Hz, H,

8,08 d, 1H, J,=9,1 Hz, H,

8,23 s, 3H, NH;", échangeables dans D,O
8,65 S, IH, le

10,85 s, 1H, NH", échangeable dans D,O

IR:

1569 n CC (aromatique)

1617 n CN (quinoléine)

1653 n CO (pyridone)

2924 n CH (aliphatique)

3386 N NH, (amine chlorhydratée)

Solide jaune

Rdt=76%

Rf (CH,Cl, 8/MeOH 2) = 0,39
F>250 °C (EtOH/H,0)

SM (IE) :
404 M"
290 M’ - pipéridine - NH,

HPLC (Kromasil C18) :

MeOH 30% ; H,O 70% ; TFA 0,1%
Pureté : 97%

T,= 7,36 min

Analyse élémentaire : 60 + 2 HCI + 3 H,O
% théorique % expérimental

C 54,24 53,84
H 6,83 6,63

N 10,54 10,52
Cl 13,34 13,26

61 : 8-Aminométhyl-2-[2-(1-pipéridino)éthoxy]-7-méthyl-9-oxo-

9,11-dihydroindolizino[ 1,2-b]quinoléine, chlorhydrate

RMN (DMSO-dg) :

1,77 M, 2H, Hy

1,87 M, 4H, Hs

2,46 s, 3H, CH;

3,07 M, 2H, NCH,CH,0O

3,55 M, 4H, H»

4,00 s, 2H, CH,NH,

4,68 M, 2H, NCH,CH,0O

5,27 S, 2H, Hll

7,15 s, 1H, Hg

7,57 d, 1H, J,=9,0 Hz, H;

7,64 S, IH, Hl

8,09 d, 1H, J,=9,0 Hz, H,

8,23 s, 3H, NH;", échangeables dans D,O
8,57 S, IH, le

11,27 s, 1H, NH", échangeable dans D,O
IR :

1567 n CC (aromatique)

1621 n CN (quinoléine)

1655 n CO (pyridone)
2927 n CH (aliphatique)
3417 n NH, (amine chlorhydratée)

© 2003 Tous droits réservés.

Solide jaune

Rdt =70%

Rf (CH,Cl, 8/MeOH 2) = 0,43
F > 250 °C (EtOH/H,0)

SM (IE) :
404 M*

HPLC (Kromasil C18) :

MeOH 30% ; H,O 70% ; TFA 0,1%
Pureté : 98%

T,= 10,4 min

Analyse élémentaire : 61 +2 HC1 + 3,5 H,O
% théorique % expérimental

C 53,33 53,52
H 6,90 6,75
N 10,37 10,30
Cl 13,12 12,96
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62: 8-Aminométhyl-7-méthyl-9-0x0-9,11-dihydroindolizino[1,2-b] quinoléine, chlorhydrate

RMN (DMSO-dg) :

3,35 s, 3H, CH; Solide beige
4,00 s, 2H, CH,NH, Rdt=58%
5,31 s, 2H, Hy; Rf (CH,Cl, 8/MeOH 2) = 0,59
7,27 s, 1H, Hg F > 250 °C (EtOH/H,0)
7,74 td, 1H,J,=8,3 Hz, J,= 1,3 Hz, H, 043
7,88 td, 1H,J,=8,3Hz,J,=13Hz, H,o,35 HPLC (Kromasil C18) :
8,09 s, 2H, NH;", échangeables dans D,O MeOH 30% ; H,O 70% ; TFA 0,1%
8,15a8,18 M, 2H, H; et H,y Pureté : 100%
8,72 s, IH, H), T,=7,21 min
SM (IE) : Analyse élémentaire : 62 + 1,5 HCI + 2,25 H,O
277 M" % théorique % expérimental
C 54,81 54,43
IR: H 5,68 5,08
1573 n CC (aromatique) N 11,28 11,13
1609 n CN (quinoléine) Cl 14,28 14,27
1656 n CO (pyridone)
3422 N NH, (amine chlorhydratée)
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8- Ami nocar bonyl -
X-[2-(1-pi péridino)ét hoxy]-7-nmet hyl - 9- oxo-
9, 11- di hydr oi ndol i zi no[ 1, 2- b] qui nol éi nes,
chl or hydr at es

(0]
CHO __con H,
L, ¢ L, —
NS
NH CH,
H 2 o . 1HCI
O
35,36 9 63,64
REACTIFS:
Aminobenzaldéhyde 35,36 I,lg 1 eq. 6 mmol
Cétone 9 lg 1 eq. 6 mmol
Acide acétique 20 mL

26 9 65
REACTIFS:
N-0-aminobenzylidéne-p-toluidine 625 mg 1,2 eq. 3 mmol
Cétone 9 580 mg 1 eq. 2,5 mmol
Acide acétique 20 mL

PROTOCOLE 1.

L'aminobenzaldéhyde 35, 36 ou I’imine 26, la cétone 9 et 1'acide acétique sont placés sous
atmosphére d’azote et portés a reflux pendant 8§ h.

Apres refroidissement, 1'acide acétique est évaporé sous vide. Le solide obtenu est dissous
dans le méthanol avant 1’addition d'acide chlorhydrique gazeux. Le méthanol est ensuite évaporé et
le solide marron est lavé plusieurs fois par 1'éther.

Le produit peut étre purifié par chromatographie sur colonne de silice en utilisant un
mélange dichlorométhane 8 /méthanol 2 comme ¢luant.
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PROTOCOLE 2:

L'aminobenzaldéhyde 35, 36 ou I’imine 26, la cétone 9 et l'acide acétique sont placés dans un
four a micro-ondes pendant 15 min. Le milieu réactionnel est chauffé de maniére a atteindre le

reflux du mélange azéotropique acide acétique/eau.

Aprés refroidissement, l'acide acétique est évaporé sous vide. Le solide marron obtenu est dissous
dans le méthanol avant 1’addition d'acide chlorhydrique gazeux. Le méthanol est ensuite évaporé et le solide

marron est lavé plusieurs fois par I'éther.

Le produit est purifi¢ par chromatographie sur colonne de silice en utilisant un mélange

dicholorométhane 8 /méthanol 2 comme éluant.

63: 8-Aminocarbonyl-3-[2-(1-pipéridino)éthoxy]-7-méthyl-9-oxo-

9,11-dihydroindolizino [1,2-b]quinoléine, chlorhydrate

RMN (DMSO-dg) :

1,42 M, 2H, Hy

1,82 M, 4H, Hy

2,50 s, 3H, CH;

3,05 M, 2H, NCH,CH,O

3,59 M, 4H, H

4,63 M, 2H, NCH,CH,O

5,23 s, 2H, Hy;

7,10 S, IH, HG

7,42 dd, 1H,J,=9,0 Hz, J,,= 2,3 Hz, H,
749¢et8,24 2M, 1Het 1H, CONH,

7,60 d, 1H, J,,=2,3 Hz, Hy

8,09 d, 1H, J,=9,1 Hz, H,

8,64 s, 1H, Hy,

10,22 s, 1H, NH", échangeable dans D,O
IR:

1541 n CC (aromatique)

1619 n CN (quinoléine)

1676 n CO (pyridone et amide)

2854 et 2926 n CH (aliphatiques)

3300 n NH, (amide)

© 2003 Tous droits réservés.

Solide beige

Rdt 1 =51%

Rdt2=61%

Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1/NH3) = 0,31
F > 250 °C (EtOH/H,0)

HPLC (Kromasil C18) :
MeOH 30% ; H,O 70% ; TFA 0,1%
Pureté : 99,5 %

T,=10,3 min
SM (IE) :
418 M"

Analyse élémentaire : 63 + 1 HCI + 2,5 H,O
% théorique % expérimental

C 57,65 57,89
H 6,45 6,20
N 11,21 11,53
Cl 7,09 7,11
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64: 8-Aminocarbonyl-2-[2-(1-pipéridino)éthoxy]-7-méthyl-9-oxo-

9,11-dihydroindolizino [1,2-b]quinoléine, chlorhydrate

RMN (DMSO-dg) :

1,71 M, 2H, H,

1,82 M, 4H, Hs

2,49 s, 3H, CH;

3,06 M, 2H, NCH,CH,0

3,56 M, 4H, H»

4,60 M, 2H, NCH,CH,O

5,23 S, 2H, Hll

7,11 s, 1H, Hg

7,48 et 8,28 2 M, IHet 1H, CONH,

7,55 dd, 1H,J,=9,2 Hz, J,,= 2,7 Hz, H;
7,61 d, 18, J,,=2,7 Hz, H,

8,08 d, 1H, J,=9,2 Hz, H,

8,56 s, 1H, Hy»

10,35 s, 1H, NH", échangeable dans D,O
IR:

1552 n CC (aromatique)

1658 n CO (pyridone et amide)

2956 n CH (aliphatiques)

3360 n NH, (amide)

Solide beige

Rdt 1 =46%

Rdt2=72%

Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1/NH3) = 0,48
F > 250 °C (EtOH/H,0)

HPLC (Kromasil C18) :
MeOH 38% ; H,O 62% ; TFA 0,1%
Pureté : 99,3%

T,=7,5 min
SM (IE) :
418 M’

Analyse élémentaire : 64 + 1 HC1 + 2,5 H,O
% théorique % expérimental

65: 8-Aminocarbonyl-7-méthyl-9-0x0-9,11-dihydroindolizino[ 1,2-b]quinoléine

RMN (DMSO-dg) :

2,51 s, 3H, CH;

5,28 S, 2H, Hll

7,21 s, 1H, He

7,51et8,24 2M,2H, CONH,

7,73 td, 1H, J,=8,3 Hz, J,,= 1,3 Hz, Hy ou3
7,88 td, 1H, J,= 8,3 Hz, J,, = 1,3 Hz, H, 43
8,17 M, 2H, H, et Hy

8,72 S, IH, H]z

SM (IE) :

291 M’

IR:

1545 n CC (aromatique)

1668 n CO (pyridone et amide)

3275 n NH, (amide)

© 2003 Tous droits réservés.

C 57,65 57,60
H 6,45 6,34
N 11,21 11,19
Cl 7,09 7,31

Solide marron

Rdt 1 =42%

Rdt 2 = 86%

Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1/NH;) = 0,49

F > 250 °C (EtOH/H,0)

HPLC (Kromasil C18) :

MeOH 46% ; H,O 54% ; TFA 0,1%
Pureté : 97,3%
T,=7,18 min

Analyse élémentaire : 65+ 0,5 HCI + 0,5 H,O
% théorique % expérimental

C 64,09 64,31

H 4,59 4,30

N 13,19 13,03
212

http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

These de Aurore Pottier ép. Perzyna, Lillel, 2003
Partie Expérimentale

Aci des x-[2-(1-pipéridino)éthoxy]-7-nmethyl-9-
0XO0-
9, 11- di hydr oi ndol i zi no[ 1, 2- b] qui nol &i ne- 8-
car boxyl i ques, sulfates

A O
R N -

N~ \ ,/—CN

CH

R=Hou O—\_ C>
N

54-56

\

3

REACTIFS:

Nitrile 54, 55, 56 lg 1 eq.
Acide sulfurique 80% 30 mL

PROTOCOLE:

Le nitrile 54, 55 ou 56 est dissout dans I’acide sulfurique 80%. Le milieu réactionnel est

chauffé pendant 36 h a 150 °C.
Apreés refroidissement, le milieu est dilué dans 1’eau puis alcalinisé avec NaOH 10% jusque

pH 5-6 ou le produit précipite. Le précipité formé est filtré et essoré.
11 est enfin purifié sur colonne de silice avec un mélange dichlorométhane /méthanol 9/1 ®
7/3 comme ¢luant.
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66: Acide 3-[2-(1-pipéridino)éthoxy]-7-méthyl-9-oxo-
9,11-dihydroindolizino[1,2-b]quinoléine-8-carboxylique, sulfate

RMN (DMSO-dg) :

1,50
1,67
2,71
2,93
3,47
4,44
5,30
7304735
7,54
8,08
8,65

SM (IC) :
419

375

Ma 2Ha H4'
Ma 4Ha H3'
S, 3H, CH3

M, 2H, NCH,CH,O

Ma 4Ha HZ'

M, 2H, NCH,CH,0

S, 2Ha H]l
Ma 2Ha Héa HZ
Ma 1Ha H4

d, 1H, J,=9,1 Hz, H,
]

s 1Ha H]2

M+
M' - COO

Solide jaune

Rdt=25%

Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1 + NH;) = 0,05
F > 250 °C (EtOH/DMF)

IR:

1559 n CC (aromatique)
1621 n CN (quinoléine)
1682 n CO (pyridone)
1717 n CO (acide)
HPLC (Kromasil C18) :

MeOH 42% ; H,O 58% ; TFA 0,1%
Pureté : 89%
T,=8,15 min

67 : Acide 2-[2-(1-pipéridino)éthoxy]-7-méthyl-9-oxo-
9,11-dihydroindolizino[ 1,2-b]quinoléine-8-carboxylique, sulfate

RMN (DMSO-dg) :

0,87
1,25
2,74
2,85
3,37
4,15
5,35
731
742
8,05
8,52

SM (CI) :
419

IR:

1588
1672
1731

© 2003 Tous droits réservés.

M, 2H, Hy

M, 4H, Hs

s, 3H, CH;

M, 2H, NCH,CH,0O
M, 4H, H»

M, 2H, NCH,CH,0O
s,2H, Hy,

s, 1H, He

M, 2H, Hs, H,

d, 1H, J,= 8,8 Hz, Hy
s, IH, Hy,

M+

n CC (aromatique)
n CO (pyridone)
n CO (acide)

Solide jaune

Rdt =30%

Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1 + NH3) = 0,05
F >250 °C (EtOH/DMF)

HPLC (Kromasil C18) :

MeOH 26% ; H,O 74% ; TFA 0,1%
Pureté : 100%

T,=4,7 min

214

http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

These de Aurore Pottier ép. Perzyna, Lillel, 2003
Partie Expérimentale

68: Acide 7-méthyl-9-0x0-9,11-dihydroindolizino[1,2-b] quinoléine-8-carboxylique, sulfate

RMN (DMSO-dg) :

2,73
5,39
7,48
1,77
7,91
8,18
8,76
14,90

SM (IE) :

292
248

IR:

1573
1615
1641
1723

© 2003 Tous droits réservés.

S, 3H, CH3

s, 2H, Hy;

s, 1H, Hg

t, 1H,J,=7,2 Hz, H, 3
t, 1H,J,=7,2Hz, Hy ou3
M, 2H, H] et H4

s, I1H, H,

s, |H, COOH

M+
M'-COO

n CC (aromatique)
n CN (quinoléine)
n CO (pyridone)

n CO (acide

Solide marron

Rdt =50%

Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1 + NH;) = 0,05
F > 250 °C (DMF)

HPLC (Kromasil C18) :

MeOH 54% ; H,O 36% ; TFA 0,1%
Pureté : 90%

T,=10,5 min
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X-[2-(1-Pi péridino)éthoxy] -3, 14-di oxo-
1,2,3,4,12, 14-
hexahydr oqui no[ 2’ , 3" : 3, 4] pyrrol o[ 1, 2- b]
[ 2, 7] napht hyri di nes, chl orhydrates

35,36 21 69,70

REACTIFS:

Aminobenzaldéhyde 35, 36 860 mg 1,5 eq. 3,5 mmol
Cétone 21 500 mg 1 eq. 2,3 mmol
Acide acétique 20 mL

PROTOCOLE :

L'aminobenzaldéhyde 35, 36, la cétone 21 et l'acide acétique sont placés sous atmosphére
d’azote et portés a reflux pendant 12 h.

Apres refroidissement, 1'acide acétique est évaporé sous vide. Le solide obtenu est dissous
dans le méthanol avant I’addition d'acide chlorhydrique gazeux. Le méthanol est ensuite évaporé et
le solide marron est lavé plusieurs fois par 1'éther.

Le produit peut étre purifié par chromatographie sur colonne de silice en utilisant un
mélange dichlorométhane/méthanol 9/1 ® 7/3 comme éluant.
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69: 8-[2-(1-Pipéridino)éthoxy]-3,14-dioxo-1,2,3,4,12,14-hexahydroquino[2°,3”:3,4]

pyrrolo[1,2-b][2,7]naphthyridine, chlorhydrate

RMN (DMSO-dg) :

1,49 M, 2H, Hy

1,72 M, 4H, Hs

3,02 M, 2H, NCH,CH,0O

3,30 M, 4H, H»

3,54 s, 2H, Hy

4,26 s, 2H, H,

4,52 M, 2H, NCH,CH,0O

5,21 s, 2H, H,,

7,01 s, 1H, Hs

7,27 d, 1H, J, = 8,3 Hz, Ho

7,56 s, 1H, H,

8,03 d, 1H, J,= 8,3 Hz, H,,

8,10 s, 1H, NH, échangeable dans D,O
8,60 S, IH, Hll

9,92 s, 1H, NH", échangeable dans D,O
IR :

1604 n CC (aromatique)

1619 n CN (quinoléine)

1678 n CO (pyridone et lactame)
2931 n CH (aliphatiques)

3170 n NH (lactame)

3361 n NH' (chlorhydrate)

Solide jaune

Rdt=28%

Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1/NHj;) = 0,34
F > 250 °C (Ethanol/Eau)

HPLC (Kromasil C18) :

MeOH 26% ; H,O 74% ; TFA 0,1%
Pureté : 100 %

T,=17,1 min

SM (IE) :
430 M"

Analyse élémentaire : 69 + 1 HCI + 2 H,O
% théorique % expérimental

C 59,70 60,02
H 6,21 6,43
N 11,14 11,32
Cl 7,05 6,85

70: 9-[2-(1-Pipéridino)éthoxy]-3,14-dioxo-1,2,3,4,12,14-hexahydroquino[2°,3”:3,4]

pyrrolo[1,2-b][2,7]naphthyridine, chlorhydrate

RMN (DMSO-dg) : Solide jaune

1,51 M, 2H, Hy Rdt =34 %

1,66 M, 4H, Hy Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1/NH;) = 0,34
3,00 M, 2H, NCH,CH,0O F > 250 °C (Ethanol/Eau)

3,33 M, 4H, H»

3,53 s, 2H, Hy HPLC (Kromasil C18) :

4,26 s, 2H, H; MeOH 34% ; H,O 66% ; TFA 0,1%
4,44 M, 2H, NCH,CH,0O Pureté : 91%

5,25 s, 2H, Hy» T,=10,9 min

7,06 s, 1H, Hs

7,53a7,58 M, 2H, Hg, Hy

8,052a8,10 M, 2H, H,, NH, échangeable dans D,O SM (IE) :

8,54 s, 1H, Hy; 430 M’

IR:

1592 n CC (aromatique)

1623 n CN (quinoléine)

1662 n CO (pyridone et lactame)

2942 n CH (aliphatiques)

© 2003 Tous droits réservés.
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2-[2-(1-Pi péridi no) ét hoxy] - 13- nét hyl - 12H
benzo[ 5, 6] pyrrolizino[ 1, 2- b] qui nol éi nes,
chl or hydr at es

®
3

0
N
L -
NH, o
47 39, 40, 42
40, 71:R, =H
39, 72: R, = CH,
42, 73: R, = OCH,CH,pipéridine
REACTIFS :
Aminoacétophénone 47 570 mg 1,1 eq. 2,2 mmol
Pyrroloindole 1 eq. 2,0 mmol
PPTS lg 2 eq. 4,0 mmol
Butan-1-ol 10 mL
PROTOCOLE :

L’aminoacétophénone 47, le pyrroloindole (39 : 400 mg , 40 : 370 mg, 42 : 600 mg), PPTS
et le butanol sont introduits dans un ballon. La solution est portée a reflux pendant 4 h avec
entrainement azéotropique en utilisant un appareil de Dean-Stark.

Apres refroidissement, le milieu réactionnel est concentré sous pression réduite. Le résidu
est dilué dans 100 mL d’acétate d’éthyle, lavé par une solution de carbonate de potassium a 10%,
puis par une solution d’acide chlorhydrique 1N. Les phases aqueuses acides sont rassemblées,
alcalinisées par K,CO;, puis extraites par I’acétate d’éthyle. Les phases organiques sont lavées par
de I’eau saturée en NaCl, séchées et évaporées sous pression réduite.

Le solide marron obtenu est purifié sur colonne de silice avec un mélange
dichlorométhane/méthanol 99/1 ® 5/5 comme éluant.
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71: 2-[2-(1-Pipéridino)éthoxy]-8-hydroxy-13-méthyl-12H-

benzo[5,6]pyrrolizino[ 1,2-b]quinoléine, chlorhydrate

RMN (DMSO-dg) :

1,43
1,80
2,76
3,00
3,53
4,48
5,26
6,78
6,95
7,36
7,45
7,56
7,97

IR:

1509
1622
2933

M, 2H, Hy
m, 4H, J = 6,0 Hz, H;
S, 3H, CH3
M, 2H, NCH,CH,O
M, 4H, H»
M, 2H, NCH,CH,0
s, 2H, Hy,
d, 1H, J=8,6 Hz, Hy
M, 2H, Hé etH7
d, IH, J= 8,6 HZ, Hl()
s, 1H, H,
1H, J=9,0 Hz, H;
1H

d,
d . J= 9,0 HZ, H4

9

n CC (aromatique)
N CN (quinoléine et indole)
n CH (aliphatiques)

Solide jaune

Rdt=38%

Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1) = 0,17
F > 250°C (EtOH/H,0)

HPLC (Kromasil C18) :

MeOH 38% ; H,O 62% ; TFA 0,1%
Pureté : 100%

T,=11,4 min

SM dC) :
414 MH"

Analyse élémentaire : 71 + 2 HCIl + 2 H,O
% théorique % expérimental

C 59,77 60,03
H 6,37 6,14
N 8,04 8,10
Cl 13,57 13,54

72: 2-[2-(1-Pipéridino)éthoxy]-8-méthoxy-13-méthyl-12H-

benzo[5,6]pyrrolizino[1,2-b]quinoléine, chlorhydrate

RMN (CDCl;) (forme basique) :

1,51
1,67
2,58
2,87
3,89
4,60
5,03
6,89
6,98
7,15
7,18
7,24
7,35
8,02

IR:

1509
1622
2963

© 2003 Tous droits réservés.

M, 2H, Hy

qu, 4H, J = 6,0 Hz, Hs

M, 7H, CH; et H»

t, 2H, J = 6,0 Hz, NCH,CH,0O

s, 3H, OCH;

t, 2H, J = 6,0 Hz, NCH,CH,O

s, 2H, H,,

dd, 1H, J,,=2,2 Hz, J = 8,7 Hz, Hy
s, 1H, Hg

d, 1H,J,,=2,7 Hz, H,

d, 1H,J,,=2,2 Hz, H,

d, 1H, J,=8,7 Hz, H,,

dd, 1H,J=2,7Hz,J,=9,3 Hz, H;
d, 1H,J=9,3 Hz, H,

n CC (aromatique)
n CN (quinoléine et indole)
n CH (aliphatiques)

Solide marron (base)

Solide orange (chlorhydrate)

Rdt =40%

Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1) = 0,26 (base)
F =215°C (EtOH) (base)

F > 250°C (EtOH/Eau) (chlorhydrate)

HPLC (Kromasil C18) (forme chlorhydrate):
MeOH 46% ; H,O 54% ; TFA 0,1%

Pureté : 100%

T,= 14,5 min

SM dC) :
427 M

328 M" - CH,pipéridine
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73 : 2,8-bis[2-(1-Pipéridino)éthoxy]-13-méthyl-12H-
benzo[5,6]pyrrolizino[ 1,2-b]quinoléine, chlorhydrate

RMN (DMSO-dg):

1,41
1,75
2,77
3,04
3,54
4,46
4,66
5,48
7,03
7,10
7,34
7,56
8,14
10,47
10,64

IR:

1503
1619
2951
3461

© 2003 Tous droits réservés.

M, 4H, H,

M, 8H, Hs

s, 3H, CH;

M, 4H, NCH2CH20 et NCH2CH20
M, 8H, H»

M, 2H, NCH,CH,0O

M, 2H, NCH,CH,O

s, 2H, Hi,

d, 1H, J=8,8 Hz, Hy

s, IH, H

s, IH, H

M, 3H, I Hl, Hs, Hio

d, 1H,J=9,8 Hz, H,

1H, NH" (échangeable dans D,0)
1H, NH" (échangeable dans D,0)

S,
S

b

n CC (aromatique)

N CN (quinoléine et indole)
n CH (aliphatiques)

n NH (chlorhydrates)

Solide jaune

Rdt =57%

Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1/NH3) = 0,56
F > 250 °C (EtOH/Eau)

HPLC (Kromasil C18):

MeOH 38% ; H,O 62% ; TFA 0,1%
Pureté : 100 %

T,=9,0 min

SM (IC) :
524 MH"

Analyse élémentaire : 73+ 3 HCI + 3 H,O
% théorique % expérimental

C 57,60 57,93
H 7,18 7,17
N 8,14 8,16
Cl 15,46 15,46
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2-[2-(1-Pi péridi no) ét hoxy] -13-ét hyl - 12H
benzo[ 5, 6] pyrrolizino[ 1, 2- b] qui nol éi nes,
chl or hydr at es

»
3

o
+
NH,
87 39, 40 74,75
40,74:R,=H
39, 75: R, = CH,
REACTIFS:
Aminopropiophénone 87 300 mg 1,1 eq. 1,1 mmol
Pyrroloindole 1 eq. 1,0 mmol
PPTS 600 mg 2 eq. 2,2 mmol
Butan-1-ol 10 mL
PROTOCOLE :

L’aminopropiophénone 87, le pyrroloindole (39 : 200 mg , 40: 190 mg, 42: 300 mg),
PPTS et le butanol sont introduits dans un ballon. La solution est portée a reflux pendant 4 havec
entrainement azéotropique en utilisant un appareil de Dean-Stark.

Apres refroidissement, le milieu réactionnel est concentré sous pression réduite. Le résidu
est dilué¢ dans 100 mL d’acétate d’¢éthyle, lavé par une solution de carbonate de potassium a 10%,
puis par une solution d’acide chlorhydrique 1N. Les phases aqueuses acides sont rassemblées,
alcalinisées par K,CO;, puis extraites par 1’acétate d’éthyle. Les phases organiques sont lavées par
de I’eau saturée en NaCl, séchées et évaporées sous pression réduite.

Le solide marron obtenu est purifié¢ sur colonne de silice avec un mélange dichlorométhane
/ méthanol 99/1 ® 5/5 comme éluant.
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74: 2-[2-(1-Pipéridino)éthoxy]-13-éthyl-8-hydroxy-12H-
benzo[5,6]pyrrolizino[ 1,2-b]quinoléine, chlorhydrate

RMN (DMSO-dg) :

1,36 t, 3H, J= 7,6 Hz, CH,CH;

1,82 M, 6H, Hy, Hs Solide jaune

3,05 g, 2H, J= 7,6 Hz, CH,CH; Rdt =41%

3,18 M, 2H, NCH,CH,0O Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1)= 0,12
3,58 M, 4H, H» F > 250°C (EtOH/H,0)

4,64 M, 2H, NCH,CH,O

5,46 S, 2H, le

6,84 d, 1H, J=8,5 Hz, Hy HPLC (Kromasil C18) :

6,96 s, 1H, Hg MeOH 46% ; H,O 54% ; TFA 0,1%
7,03 s, 1H, H, Pureté : 99,6%

7,42 d, 1H,J=8,5Hz, Hy, T,= 6,47 min

7,60 M, 2H, H,, H;

7,97 d, 1H,J=9,0 Hz, H,

10,27 s, 1H, NH", échangeable dans D,O

IR :

1503 n CC (aromatique)

1622 n CN (quinoléine et indole)
2968 n CH (aliphatiques)

3177 n OH

3512 n NH" (chlorhydrate)

75: 2-[2-(1-Pipéridino)éthoxy]-13-éthyl-8-méthoxy-12H-
benzo[5,6]pyrrolizino[ 1,2-b]quinoléine, chlorhydrate

RMN (DMSO-dg):

1,37 t, 3H, J=7,6 Hz, CH,CH; Solide orange

1,83 M, 6H, Hy, Hs: Rdt =44%

3,07 M, 2H, NCH,CH,0 Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1) =0,11
3,18 g, 2H, J=17,6 Hz, CH,CH; F >250°C (EtOH/Eau)

3,57 M, 4H, H»

3,81 s, 3H, OCH; HPLC (Kromasil C18) :

4,64 M, 2H, NCH,CH,0O MeOH 54% ; H,O 46% ; TFA 0,1%
5,51 s, 2H, Hi, Pureté : 99,5%

6,94 dd, 1H, J,=8,6 Hz, J,, = 2,4 Hz, Hy T, = 8,45 min

7,04 S, IH, HG

7,22 d, 1H,J,=2,4Hz , H;

7,52 d, 1H,J=8,6 Hz, Hy,

7,60 M, 2H, H,, H;

8,12 d, 1H,J=9,8 Hz, H,

10,24 s, 1H, NH", échangeable dans D,O

IR:

1503 n CC (aromatique)

1622 n CN (quinoléine et indole)

2968 n CH (aliphatiques)

3512 n NH' (chlorhydrate)

© 2003 Tous droits réservés.
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2- Hydr oxy- 13- net hyl - 12H
benzo[ 5, 6] pyrrolizino[ 1, 2- b] qui nol éi nes,
chl or hydr at es

O
HO
OR,
NH, g X
86 40, 42
40, 88: R, = H
42, 89: R, = OCH,CH,pipéridine
REACTIFS:
Aminoacétophénone 86 200 mg 1,1 eq. 1,3 mmol
Pyrroloindole I eq. 1,2 mmol
PPTS 600 mg 2 eq. 2,4 mmol
Butan-1-ol 10 mL
PROTOCOLE :

L’aminoacétophénone 86, le pyrroloindole (40 : 220 mg, 42 : 360 mg), PPTS et le butanol
sont introduits dans un ballon. La solution est portée a reflux pendant 2 h avec entralnement
azéotropique en utilisant un appareil de Dean-Stark.

Apres refroidissement, le milieu réactionnel est concentré sous pression réduite.

Le résidu obtenu est purifié sur colonne de silice avec un mélange

dichlorométhane/méthanol 99/1 ® 5/5 comme éluant.
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88: 2,8-dihydroxy-13-méthyl-12H-benzo[5,6]pyrrolizino[ 1,2-b]quinoléine, chlorhydrate

RMN (DMSO-dg) :

2,71
5,45
6,90
7,05
7,45
7,51
8,07
10,57

IR:

1518
1626
3336

S, 3H, CH3
S, 2Ha H]2
d, 1H,J=9,2 Hz, Hy

n CC (aromatique)
n CN (quinoléine et indole)
n OH

Solide marron

Rdt =38%

Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1) = 0,47
F > 250°C (DMF/Ether)

HPLC (Kromasil C18) :

MeOH 46% ; H,O 54% ; TFA 0,1%
Pureté : 99,3 %

T,=7,9 min

89: 2-hydroxy-13-méthyl-8-[2-(1-pipéridino)éthoxy]-12H-

benzo[5,6]pyrrolizino[ 1,2-b]quinoléine, chlorhydrate

RMN (DMSO-dg) :

1,38
1,80
2,64
2,87
3,48
4,29
5,33
6,98
721
7,36
7,43
7,50
7,91

IR:

1536
1633
2943
3348
3440

© 2003 Tous droits réservés.

m, 2H, H4'

M, 4H, Hs

S, 3H, CH3

M, 2H, NCH,CH,O
M, 4H, H»

M, 2H, NCH,CH,0O

s, 2H, Hy,

M, 2H, Hy et H,

s, 1H, Hg

d, 1H, J,=2,3 Hz, H,
dd, 1H,J=2,7 Hz, ],= 9,1 Hz, H;
d, 1H, J,= 8,7 Hz, H,
d, 1H,J=9,1 Hz, H,

n CC (aromatique)

n CN (quinoléine et indole)
n CH (aliphatiques)

n OH

n NH' (chlorhydrate)

Solide jaune

Rdt =46%

Rf (CH,Cl, 9/MeOH 1) = 0,18
F > 250°C (EtOH/Eau)

HPLC (Kromasil C18) :

MeOH 46% ; H,O 54% ; TFA 0,1%
Pureté : 97,5 %

T,=5,2 min
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2,3,8-Tri nmét hoxy- 13- mét hyl - 12H
benzo[ 5, 6] pyrrolizino[1, 2- b] qui nol éi ne
et
2- (6, 7-di mét hoxy- 4- met hyl - 2- qui nol yl) - 4, 5-
di mét hoxyani | i ne

(0]
| L,

O (@] 12
N / N 10
+ N o — 5 N 9

(0] NH ~
[ 0
67|

39 80
REACTIFS :
Aminoacétophénone 390 mg 2 eq. 2,0 mmol
Pyrroloindole 39 200 mg 1 eq. 1,0 mmol
PPTS 500 mg 2 eq. 2,0 mmol
Butan-1-ol 10 mL
PROTOCOLE :

L’aminoacétophénone, le pyrroloindole 39, PPTS et le butanol sont introduits dans un
ballon. La solution est portée a reflux avec entrainement azéotropique pendant 4 h en utilisant un
appareillage de Dean-Stark.

Apres refroidissement, le milieu réactionnel est concentré sous pression réduite. Le résidu
est dilué dans 100 mL d’acétate d’éthyle, lavé par une solution de carbonate de potassium a 10%,
puis par une solution d’acide chlorhydrique 1N. Les phases aqueuses acides sont rassemblées,
alcalinisées par K,CO;, puis extraites par [’acétate d’éthyle. Les phases organiques sont lavées par
de I’eau saturée en NaCl, séchées et évaporées sous pression réduite.

Le milieu réactionnel est chauffé a reflux dans 20 mL d’éthanol. Le composé pentacyclique
80 est essor¢ a chaud, il est ensuite recristallis¢ dans un mélange DMF/éthanol. La quinoléine 81
recristallise dans 1’éthanol.
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80: 2,3,8-Triméthoxy-13-méthyl-12H-benzo[5,6]pyrrolizino[ 1,2-b]quinoléine

RMN (DMSO-d) :

2,66 s, 3H, CH; Solide blanc

3,80 s, 3H, OCH; Rf (CH,Cl, 9/ CH;0H 1) = 0,54
3,96 s, 3H, OCH; F > 250 °C (DMF/éthanol)

3,97 s, 3H, OCH;

5,34 s, 2H, CH,

6,78 s, 1H, He SM (IC)

6,87 dd, 1H,J,=9,3 Hz, J,,=2,2 Hz, Hy 360 M"

7,19 d, 1H, J,,=2,2 Hz, H;

7,36 S, IH, Hl

7,45 a 7,48 M, 2H, HIO et H4

IR:
1509 et 1563 n CC (aromatique)
1625 n CN (quinoléine et indole)

81 : 2-(6,7-Diméthoxy-4-méthyl-2-quinolyl)-4,5-diméthoxyaniline

RMN (DMSO-d) :

2,67 s, 3H, CH;

3,76 s, 6H, 2 OCH; Solide jaune

3,94 s, 6H, 2 OCH; Rf (CH,Cl, 9/ CH;0H 1) = 0,49
6,45 s, 1H, Hy F =213 °C (Ethanol)
6,96 s, 2H, NH,, échangeables dans D,O

7,26 S, IH, H}

7,31 s, 1H, Hs SM (IC) :

7,36 s, IH, Hs: 354 M°

7,69 S, IH, Hg’

IR :

1545 et 1585 n CC (aromatique)

162 n CN (quinoléine)

3443 n NH,
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Le cancer est la deuxiéme cause de mortalit¢ dans les pays développés apres les maladies
cardiovasculaires. C’est pourquoi de nombreuses recherches sont entreprises afin d’obtenir des outils
thérapeutiques pour combattre cette maladie. Une des cibles biologiques de choix pour le traitement
des cancers est la double hélice d’ADN, qui contient les informations nécessaires a la multiplication
cellulaire.

Nous nous sommes inspirés de la camptothécine, alcaloide pentacyclique, connue pour ses propriétés
antitumorales, qui est le chef de file des inhibiteurs de topoisomérase I, enzyme essentielle pour la
réplication de ’ADN. L’utilisation du squelette polycyclique de la camptothécine afin de concevoir
des ligands de I’ADN constitue une approche originale dans cette série. Notre étude décrit la
conception, la synthése et 1’évaluation pharmacologique de pyrrolo[3,4-b]quinoléines condensées,
ligands de I’ADN.

Les différents motifs polycycliques étudiés et les diverses modulations entreprises nous permettent de
proposer de nouveaux squelettes liant ’ADN et un ensemble de relations structure-affinité.
L’ensemble des tests biologiques ont permis de déterminer le mode d’interaction de ces composés
avec I’ADN (intercalant et/ou ligand du petit sillon) et de mettre en évidence des molécules
cytotoxiques sur des lignées cancéreuses humaines (MCF7, cancer du sein, et PC3, cancer de la
prostate).

La préparation de ces quinoléines condensées de structure originale a été réalisée par la réaction de
Friedlander (cyclisation d’un O-aminobenzladéhyde ou d’une O-aminocétone avec une cétone
énolisable) dont nous avons optimisé les conditions afin d’améliorer les rendements.

Design, synthesis and phar macological evaluation
of new pyrrolo[3,4-b]quinolines, as potential DNA binders

Cancer is the second leading cause of death after cardiovascular disease in developed countries. This is
the reason why considerable research is being carried out to discover new drugs to treat this illness.
DNA is one of the most important biological targets, as it contains the information required for
cellular replication.

We worked from the camptothecin natural model, a pentacyclic alcaloid, known for its high antitumor
activity and its inhibition of topoisomerase I, an essential enzyme for DNA replication. The use of its
polycyclic pattern to design new DNA binders is an original approach in this class of active
compounds. Our study deals with the design, synthesis and pharmacological testing of fused
pyrrolo[3,4-b]quinolines, as potential DNA binders.

The various polycyclic scaffolds studied and modulations undertaken lead us to propose new DNA-
binding patterns and structure-affinity relationships. The type of interaction of these compounds with
DNA (intercalation or/and minor groove binding) has been determined and some molecules can be
noted for their cytotoxicity on human cancer cells (MCF7, breast cancer cells, and PC3, prostate
cancer cells).

The preparation of these original fused quinolines was obtained by Friedlinder condensation
(cyclisation of an 0-aminobenzaldehyde or an 0-aminoacetophenon with an enolisable ketone), whose
conditions were optimized in order to improve yields.

Discipline : Pharmacochimie

Mots clés: cancer, intercalant, quinoléine, indolizine, réaction de Friedldnder, camptothécine
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