
 

UNIVERSITÉ DE STRASBOURG 
 

 

ÉCOLE DOCTORALE DES SCIENCES CHIMIQUES 

UMR7200 – Laboratoire d’Innovation Thérapeutique 

 

 

THÈSE  présentée par : 

François HALLÉ 
 

soutenue le : 3 décembre 2015 

 

 

 

pour obtenir le grade de : Docteur de l’université de Strasbourg 

Discipline/ Spécialité : Chimie Organique / Chimie Biologique et Thérapeutique 

 

Conception, développement et 
synthèse de ligands du TSPO dans le 

but de traiter les maladies 
neurodégénératives 

 

 

THÈSE dirigée par : 

BIHEL Frédéric Chargé de recherches CNRS, Université de Strasbourg 

SCHMITT Martine Chargé de recherches CNRS, Université de Strasbourg 

 

RAPPORTEURS : 

AUCAGNE Vincent Chargé de recherches CNRS, CNRS Orléans 

DALLEMAGNE Patrick Professeur, Université de Caen 

 

 

AUTRES MEMBRES DU JURY : 

LACAPÈRE Jean-Jacques Directeur de recherches CNRS, Université Pierre et Marie Curie 

MIESCH Michel Directeur de recherches CNRS, Université de Strasbourg  



 

 



Table des matières 

 

-1- 
 

Table des matie res 

  



Table des matières 

 

-2- 
 

Table des matières................................................................................................. 1 

Remerciements ...................................................................................................... 8 

Abréviations......................................................................................................... 10 

Partie A - Introduction au TSPO ........................................................................... 14 

1. Présentation du TSPO............................................................................................. 15 

1.1. Historique ........................................................................................................... 15 

2. Fonction du TSPO.................................................................................................... 17 

2.1. Localisation......................................................................................................... 17 

2.2. Structure de la protéine TSPO seule .................................................................. 17 

2.3. Structure du complexe actif ............................................................................... 20 

2.4. Translocation du cholestérol – effet des neurostéroïdes .................................. 21 

2.5. L’alloprégnanolone, un neurostéroïde aux effets prometteurs ........................ 23 

3. Implication physiologique du TSPO ....................................................................... 24 

3.1. Une fonction décrite mais un rôle fortement débattu ...................................... 24 

3.2. Ligands endogènes du TSPO .............................................................................. 25 

4. Niveaux d’expression du TSPO lors de troubles neuropsychiatriques53.............. 27 

4.1. Lésions du système nerveux périphérique ........................................................ 27 

4.2. Lésions cérébrales .............................................................................................. 27 

4.3. Maladies neurodégénératives............................................................................ 28 

4.4. Tumeurs cérébrales............................................................................................ 28 

4.5. Troubles psychiatriques ..................................................................................... 28 

5. Les ligands du TSPO et leurs utilisations................................................................ 29 

5.1. Ligands par famille chimique98........................................................................... 29 

5.1.1. Benzodiazépines ....................................................................................................... 29 

5.2. (Iso)quinoline carboxamide................................................................................ 30 

5.3. Benzothiazépines ............................................................................................... 30 

5.4. Benzoxazépines .................................................................................................. 31 

5.5. Phenoxyphenyl acétamide ................................................................................. 31 



Table des matières 

 

-3- 
 

5.6. Indole acétamide et dérivés ............................................................................... 32 

5.7. Imidazopyridines ................................................................................................ 33 

5.8. Pyrazolopyrimidines ........................................................................................... 34 

5.9. Benzoxazine........................................................................................................ 34 

5.10. Purines - XBD173 .............................................................................................. 35 

5.10.1. Etudes cliniques du XBD-173120 ................................................................................ 35 

6. Utilisation des ligands TSPO en thérapeutique ..................................................... 36 

6.1. Neuroinflammation53 ......................................................................................... 36 

6.2. Lésions du système nerveux périphérique ........................................................ 37 

6.3. Lésions cérébrales .............................................................................................. 38 

6.4. Maladies neurodégénératives............................................................................ 38 

6.5. Tumeurs cérébrales............................................................................................ 39 

6.6. Troubles Psychiatriques ..................................................................................... 40 

7. Le « paradoxe » fonctionnel du TSPO : un enjeu pour le développement 

thérapeutique ...................................................................................................................... 40 

8. Conclusion ............................................................................................................... 41 

Objectifs ............................................................................................................... 42 

Partie B - Développement de ligands du TSPO comme agents 

neuroprotecteurs......................................................................................................... 46 

1. Objectifs .................................................................................................................. 47 

2. Les imidazo[1,2-c]quinazolinones développées par le Dr. Mustapha Abarghaz . 47 

2.1. Concept .............................................................................................................. 47 

2.2. Synthèse des imidazo[1,2-c]quinazolin-5-ones.................................................. 48 

2.3. Etude RSA autours des imidazo[1,2-c]quinazolinones....................................... 49 

2.4. Etudes fonctionnelles des imidazo[1,2-c]quinazolin-2-ones ............................. 51 

2.4.1. Synthèse du Ro5-4864............................................................................................... 52 

2.4.2. Synthèse du XBD-173 ................................................................................................ 52 

2.4.3. Synthèse du SSR-180,575 .......................................................................................... 53 

2.4.4. Mesure de la production de prégnénolone ................................................................. 54 



Table des matières 

 

-4- 
 

2.4.5. Effets des ligands de TSPO sur l’activité mitochondriale en conditions normales ou 

pathologiques (modèle Alzheimer) ...................................................................................... 58 

2.4.5.1. Généralités sur la mitochondrie167 ....................................................................... 58 

2.4.5.2. Impact de la maladie d’Alzheimer sur la respiration mitochondriale ...................... 59 

2.4.5.3. Effets des ligands TSPO sur la respiration mitochondriale ...................................... 60 

2.4.5.4. Effets sur la réponse au stress oxydant ................................................................ 62 

2.5. Propriétés physico-chimiques ............................................................................ 65 

2.6. Dérivés de phénylalanine ................................................................................... 68 

2.6.1. Introduction ............................................................................................................. 68 

2.6.2. Synthèse et Etudes des  RSA ...................................................................................... 69 

2.6.2.1. Modification de la partie C-terminale................................................................... 69 

2.6.2.2. Modification partie N-terminale .......................................................................... 71 

2.6.2.3. Modifications sur la chaîne latérale ..................................................................... 71 

2.6.1. Solubilité .................................................................................................................. 72 

2.6.2. Conclusion et perspectives ........................................................................................ 72 

2.7. Séquence DBI, retour aux peptides.................................................................... 73 

2.7.1. Synthèse de peptides modifiés................................................................................... 74 

2.8. Dihydroquinolinones .......................................................................................... 76 

3. Conclusions et perspectives ................................................................................... 79 

Partie C - TSPO2 et malaria .................................................................................. 81 

1. Introduction ............................................................................................................ 82 

1.1. Le paludisme193 .................................................................................................. 82 

1.2. TSPO2 et Erythrocytes........................................................................................ 83 

1.3. TSPO2 et P. falciparum ....................................................................................... 85 

2. Effet des ligands du TSPO sur les GR infectés au P. falciparum............................ 85 

2.1. Effet de l’infection sur l’affinité du Ro5-4864 et SSR-180,575 .......................... 86 

2.2. Les ligands du TSPO inhibent la croissance du parasite..................................... 86 

2.2.1. Ligands de référence ................................................................................................. 86 

2.2.2. Ligands du laboratoire ............................................................................................... 87 

2.3. Les ligands du TSPO modulent le transport de la ZnPPIX .................................. 88 



Table des matières 

 

-5- 
 

2.4. L’accumulation de Zn-PPIX induit une production de ROS ................................ 88 

2.5. Discussion ........................................................................................................... 89 

3. Conclusion ............................................................................................................... 89 

Partie D - Méthodologie de synthèse des 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-

ones ............................................................................................................................. 90 

1. Introduction – Etat de l’art ..................................................................................... 91 

1.1. Méthodes racémiques ....................................................................................... 91 

1.2. Méthodes respectant la chiralité ....................................................................... 93 

1.3. Objectifs ............................................................................................................. 93 

1.4. Réaction de Buchwald-Hartwig .......................................................................... 94 

2. Développement de la réaction en phase liquide .................................................. 96 

2.1. Préparation du substrat ..................................................................................... 96 

2.2. Screening des conditions.................................................................................... 97 

2.3. Racémisation .................................................................................................... 103 

2.4. Scope de la réaction ......................................................................................... 104 

3. Transfert vers la phase solide .............................................................................. 107 

3.1. Première mise au point .................................................................................... 107 

3.2. Deuxième mise au point .................................................................................. 113 

Partie E - Benzodiazépines dans l’inhi-bition de la PDE5 ................................... 116 

1. Introduction : généralités sur les Phosphodiestérases ....................................... 117 

2. Du TSPO aux PDEs................................................................................................. 119 

2.1. Analyses et stratégies....................................................................................... 121 

2.2. Modifications sur les 1,4-Benzodiazépin-2-ones ............................................. 121 

2.2.1. Méthodes générales de synthèse ............................................................................. 122 

2.2.1.1. Exploration des substituants en position 1 (Nord) ............................................... 122 

2.2.1.2. Exploration des substituants en position Sud et Ouest  ........................................ 123 

2.2.2. Résultats ................................................................................................................ 125 

2.3. 2,3-benzodiazépin-4-ones ................................................................................ 129 

2.3.1. Synthèses ............................................................................................................... 129 



Table des matières 

 

-6- 
 

2.3.2. Résultats des 2,3-benzodiazépin-4-ones ................................................................... 130 

2.4. Conclusion sur la RSA autour du Ro5-4864...................................................... 131 

Partie F - Zolpidem et fluorophore .................................................................... 133 

1. Introduction .......................................................................................................... 134 

1.1. Fluorescence .................................................................................................... 134 

1.2. FRET .................................................................................................................. 136 

1.3. Technologie HTRF® de CisBio Assays ............................................................... 136 

2. Conception du ligand – Zolpidem et CBR ............................................................ 137 

3. Stratégie et synthèses .......................................................................................... 138 

3.1. Fluorophores utilisés ........................................................................................ 138 

3.2. Bras espaceurs.................................................................................................. 139 

3.3. Linker et Fluorophore en position 6................................................................. 140 

3.4. Synthèse – linker en position 4’ ....................................................................... 143 

3.5. Synthèse – linker en position amide ................................................................ 144 

4. Résultats et conclusion......................................................................................... 146 

Conclusion générale........................................................................................... 147 

Annexe 1 : Synthèse sur support solide............................................................. 150 

1. Généralités sur la synthèse sur support solide ................................................... 151 

1.1. Matrice ............................................................................................................. 151 

1.2. Groupement fonctionnel ................................................................................. 151 

1.3. Stratégie de synthèse ....................................................................................... 152 

2. Méthode utilisée au laboratoire .......................................................................... 152 

2.1. Couplage peptidique ........................................................................................ 153 

2.2. Lavages ............................................................................................................. 153 

2.3. Suivi des réactions ............................................................................................ 153 

2.4. Déprotection .................................................................................................... 154 

2.5. Clivage .............................................................................................................. 154 

Annexe 2 : Test ELISA ......................................................................................... 155 



Table des matières 

 

-7- 
 

1. Principe du test ELISA - Prégnénolone................................................................. 156 

2. Protocole expérimental........................................................................................ 157 

Annexe 3 : RMN 2D ............................................................................................ 158 

Partie expérimentale ......................................................................................... 161 

Bibliographie...................................................................................................... 229 



Remerciements 

 

-8- 
 

Remerciements 

  



Remerciements 

 

-9- 
 

 

Cette thèse a été réalisée au sein du Laboratoire d’Innovation Thérapeutique (UMR7200) dans l’équipe 

de chimie biologie intégrative et dirigée par Mr. Frédéric Bihel et Mme Martine Schmitt et financée par 

une allocation du ministère de l’enseignement supérieur et de la recherche. 

Je tiens tout d’abord à remercier Mr Frédéric Bihel, qui, par sa patience, sa disponibilité et son 

organisation, a pris à cœur l’encadrement de ce travail et a su me prodiguer la bonne philosophie 

depuis le début de ces 3 ans. Je tiens aussi à remercier Mme Martine Schmitt pour son expertise et ses 

conseils éclairés qu’elle a su me prodiguer tout au long de ces 3 années.  

Je voudrai également remercier Mr Jean-Jacques Bourguignon pour sa curiosité, sa jeunesse et son 

imagination, essentielles pour la passion qui l’anime. 

Je tiens ensuite à exprimer toute ma reconnaissance envers les membres du jury qui ont accepté de 

juger ce travail : Mr. Vincent Aucagne, Mr. Patrick Dallemagne, Mr. Jean-Jacques Lacapère et Mr. 

Michel Miesch. 

Je remercie vivement Mme Anne Eckert, qui a su me faire confiance pour la réalisation de certaines 

expérimentations dans son laboratoire ainsi que sa doctorante, Imane Lejri, qui a réalisée de 

nombreuses expériences présentées dans ce rapport et a su m’apporter ses conseils et son expertise  

biologique quand elle m’a accueilli à Bale. 

Je remercie Mr. Mariano Ostuni, qui a ouvert une nouvelle voie d’exploration de nos ligands du TSPO et 

sa doctorante Irene Marginedas, qui a réalisé de nombreuses expériences avec ces ligands.  

Je remercie également Mr. Guy Mensah, Mr. Christian Klein pour leur accueil au sein du laboratoire. 

Je remercie tous les membres du consortium NeuroRhine qui ont pu travailler avec nous durant ces 3 

ans. 

Je remercie aussi particulièrement Marie, la super stagiaire qui m’a bien aidé à la fin de ce travail.  

Je remercie avec plaisir les personnes rencontrées au laboratoire pour leur disponibilité, leur bonne 

humeur (enfin ça dépend) et, surtout, la patience de leurs oreilles : Alexandra, Christelle, Christophe, 

Claire, Claude, Emilie, Hassan, Hussein, Jacques, Maud, Patrick, Pedro, Rémi, Séverine, Yann, Songlin et 

ceux que j’ai oublié avec qui j’ai pu passer du temps à la fac. Je remercie également tous les membres 

de l’UMR 7200 avec qui j’ai échangé durant ces 3 ans au sein de la fac. 

Merci à Elsa, les parents, les sœurs, les cousines, les cousins, la famille, les amis et les potes.  

On n’est pas tout seuls. 



Abréviations 

 

-10- 
 

Abre viations 

 

  



Abréviations 

 

-11- 
 

a.a. acide aminé 

Ac Acétyle 

Ac2O  anhydride acétique 

AcOEt, EtOAc  acétate d’éthyle 

AcOH acide acétique 

ACBD Acyl-CoA-binding domain-containg protein 

ACh  Acétylcholine 

ACTH Adrénocorticotrophine 

AMPA acide 2-amino-3-(5-méthyl-3-hydroxy-1,2-oxazol-4-yl)propanoïque 

AMPc Adénosine monophosphate cyclique 

APα  Alloprégnanolone 

APP Amyloid Precursor Protein 

Ar Aryle 

ARN Acide RiboNucléique 

BHE  Barrière Hémato-Encéphalique 

BINAP 2,2'-bis(diphénylphosphino)-1,1'-binaphtyle 

Bn Benzyle 

Boc tert-Butoxycarbonyle 

Boc2O Di-tert-butyldicarbonate 

BOP (Benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)phosphonium hexafluorophosphate 

Br2 Dibrome 

Bu Butyle 

BTPP (tert-Butylimino)tris(pyrrolidino)phosphorane 

n-BuOH n-butanol 

cat. catalytique 

°C degrés Celsius 

CBR Central Benzodiazepine Receptor 

Cbz  Carboxybenzyle 

CDCl3 Chloroforme deutéré 

CEA Commisariat à l’Energie Atomique 

CNG Cyclic nucleotide Gated Ion Channel 

CRAC  Cholesterol Recognition Aminoacid Consensus 

DA Dopamine 

DCM Dichlorométhane 

Dba dibenzylidèneacétone 

DBI  Diazepam Binding Inhibitor 

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene 

DEPC  Diéthylpyrocarbonate 

DIEA N,N-Diisoproyléthylamine 

DME 1,2-diméthoxyéthane 

DMF  N,N-dimethylformamide 

DMSO  Dimethylsulfoxyde 

EAE encéphalomyélite allergique expérimentale 

EDCI N-(3-Dimethylaminopropyl)-N′-ethylcarbodiimide hydrochloride 

Eq  équivalent 

Et2O  Ether diéthylique 

EtOH  Ethanol 



Abréviations 

 

-12- 
 

Fmoc 9-fluorénylméthoxycarbonyle 

FRET Förster resonance energy transfert 

GABA Acid Gamma aminobutyrique 

GMPc  Guanosine monophosphate cyclique 

h heure(s) 

HATU  1-[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxid 
hexafluorophosphate 

HBA  H-Bond Acceptor 

HBD  H-Bond Donnor 

hPROT Human Protein 

HPLC High Performance Liquid Chromatography 

HRMS High Resolution Mass spectroscopy 

IC50  Concentration Inhibitrice Médiane 

IMM  Inner Mitochondrial Membrane 

iPrOH iso-Propanol 

kDa kilodalton 

Ki Constante d’inhibition 

K-O Knock-Out 

LCMS Liquid chromatography mass spectroscopy 

LCR liquide cérébro-spinal 

Me Méthyle 

MeOH Méthanol 

Min Minutes 

MW Molecular Weight 

mw Micro-waves 

mPROT Murin Protein 

MPTP Mitochondrial Permeability Transition Pore 

MsCl Chlorure de mésyle 

NA Noradrénaline 

NaH  Hydrure de Sodium 

NMDA N-méthyl-D-aspartate 

NO Protoxyde d’azote 

ODN  octadécaneuropeptide 

OMM Outer Mitochondrial membrane 

PAP7 PBR-Associated Protein 

PBR Peripheral Benzodiazepine Receptor 

PDE Phosphodiestérase 

PEG Polyéthylène glycol 

Ph Phényle 

PIFA phenyliodine bis(trifluoroacetate) 

PKAR1α cAMP-dependent protein kinase 

PPh3 triphénylphosphine 

RCPG  Récepteur Couplé aux Protéines G 

RMN Résonance Magnétique Nucléaire 

ROS Reactive Oxygen Species 

RSA  Relations Structure Activité 

RSS Relations Structure Sélectivité 

rt Room temperature 



Abréviations 

 

-13- 
 

SEP  Sclérose en plaques 

SEM Standard Error of the Mean 

SNC  Système Nerveux Central 

scc Cholesterol side-chain cleavage 

StAR  Steroidogenic Acute Regulatory protein 

TA Température ambiante 

tBu Tert-butyle 

TEA Triéthylamine 

Tf Triflate 

TFA Acide trifluoroacétique 

THF Tetrahydrofurane 

TNFα Tumor Necrosis Factor α 

Ts Tosyle 

TSPO Translocator Protein 18kDa 

TTN  triakontatetraneuropeptide 

VDAC  Voltage Dependent Anion Channel 

 

 

Liste des acides aminés 

 

 Acide glutamique Glu E 

Acide Aspartique Asp D 

Alanine Ala A 

Arginine Arg R 

Asparagine Asn N 

Cystéine Cys C 

Glutamine Gln Q 

Glycine Gly G 

Histidine His H 

Isoleucine Ile I 

Leucine Leu L 

Lysine Lys K 

Methionine Met M 

Phénylalanine Phe F 

Proline Pro P 

Sérine Ser S 

Thréonine Thr T 

Tryptophane Trp W 

Tyrosine Tyr Y 

Valine Val V 



Partie A – Introduction au TSPO 

 

-14- 
 

Partie A - Introduction au TSPO  

  



Partie A – Introduction au TSPO 

 

-15- 
 

1.  Présentation du TSPO 

1.1.  Historique 

La première observation du TSPO (pour Translocator Protein 18kDa), a été effectuée par Braestrup et 

Squires en 1977.1 A cette époque, la recherche du site de fixation et du mécanisme d’action des 

benzodiazépines était en plein essor. Les auteurs cherchaient à localiser la fixation du diazépam en 

effectuant des études d’affinité sur des homogénats issus de différents organes de rat. Les auteurs ont 

utilisé du Diazépam (1), du Clonazépam (2) et du Ro5-4864 (3) (Figure 1).  

 

Figure 1 : Diazépam (1), Clonazépam (2) et Ro5-4864 (3) 

Le Diazépam et le Clonazépam sont des benzodiazépines très actives sur l’anxiété et le Ro5-4864 (4’-

Chlorodiazépam) est considéré comme presque inactif. La capacité du Clonazépam et du Ro5-4864 à 

déplacer le [3H]Diazépam a été testée sur des homogénats de membranes du cerveau et sur les 

mitochondries issues de reins, de foie et de poumons de rat (Tableau 1).  

IC50 (nM) 

Tissu Clonazépam Ro5-4864 

Reins 2900±600 4.7±0.3 

Foie 5080 4.1 

Poumons 7900 4.8 

Cerveau 5.0 163000 

Tableau 1 : Déplacement spécifique du [3H]Diazépam dans différents tissus 

On observe une forte affinité du Clonazépam pour les homogénats membranaires du cerveau tandis 

que le Ro5-4864 présente une forte affinité pour les mitochondries issues des tissus périphériques. On 

a une différence très marquée entre le site de fixation central localisé au niveau des membranes et le 

site de fixation périphérique localisé, lui, au niveau mitochondrial.  Il s’agit en fait de la première 

observation du récepteur « périphérique » aux benzodiazépines, maintenant appelé « Translocator 

Protein 18kDa » (TSPO).2 

Après ces observations, plusieurs équipes ont utilisé la même méthode de déplacement du 

[3H]Diazépam ou du [3H]Ro5-4864 pour déterminer les différentes zones d’expression de ce récepteur 

périphérique aux benzodiazépines. La présence du TSPO a donc été établie dans un premier temps 

dans le cœur,3 les mastocytes,4 les plaquettes5 et dans le cerveau.6,7 Depuis, on en a également trouvé 

au niveau du tractus digestif, du foie, des glandes surrénales et au niveau des cellules 

hématopoïétiques et lymphatiques.8 
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Les récepteurs « centraux » et « périphériques » dans le cerveau sont assez distincts, tant du point de 

vue de la distribution, de la localisation intracellulaire que de l’effet physiologique. Le récepteur 

périphérique semble être une entité dont la fonction physiologique est distincte du récepteur central. 9 

En effet, après avoir identifié ce récepteur périphérique aux benzodiazépines, son implication 

physiologique reste toujours à démontrer. Pour cela, plusieurs équipes ont travaillé sur le 

développement de ligands spécifiques du TSPO pour évaluer la pertinence physiologique de ce 

récepteur. 

Le PK-11195 (4) a été le premier ligand spécifique du TSPO présentant une structure primaire 

différente du châssis benzodiazépine.10,11 

 

Figure 2 : Structure du PK-11195 (4) 

L’étude de binding in vivo de Le Fur et al. a permis de démontrer la présence du TSPO dans plusieurs 

zones du cerveau de souris comme le striatum, le cortex, le cervelet, le mésencéphale, 

l’hypothalamus, la médulla ainsi que l’hippocampe. Cette étude n’a néanmoins pas permis 

l’observation d’effets physiologiques dus à l’activation du récepteur périphérique aux 

benzodiazépines.  

Les premières recherches de l’implication physiologique de ce récepteur ont débuté par 

l’identification de ses zones d’expression. Plusieurs équipes ont ainsi utilisé des méthodes 

autoradiographiques qui permettent, après marquage spécifique à l’aide de ligands tritiés comme le 

[3H]Ro5-4864 et le [3H]PK-11195, de localiser les organes exprimant une forte densité de TSPO.12–14 La 

plus forte concentration de TSPO est retrouvée au niveau des glandes surrénales, suivi de tissus 

glandulaires comme les glandes salivaires, les testicules et les ovaires. On ne peut cependant 

généraliser aux tissus glandulaires car on ne retrouve qu’une faible concentration de TSPO dans  le 

pancréas ou l’hypophyse. D’autres tissus, sans spécificité glandulaire, comme l’épithélium nasal, les 

poumons et les reins expriment aussi le TSPO à des niveaux moyens. 

 

Figure 3 : Distribution relative de la capacité maximale de fixation membranaire du [
3
H]PK-11195

15
 

Ad, surrénale; Kd, rein; He, cœur; Te, testicules; Ov, Ovaires; Ut, utérus; Li, Foie; Br, Cerveau. 
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Des études ont montré que l’administration de benzodiazépines comme le diazépam avait des effets 

sur la libération d’hormones de croissance, de l’ACTH, de la prolactine, de la LH et des hormones 

stéroïdes dont la testostérone.16–19 Ces résultats indiquent une action directe des benzodiazépines sur 

les fonctions surrénaliennes médiée par le TSPO, généralisable à la production des stéroïdes 

endogènes. 

Pour résumer, le TSPO est une protéine ubiquitaire particulièrement enrichie dans les tissus impliqués 

dans la synthèse des stéroïdes (voir figure 3). Cette distribution semble en accord avec son rôle 

important dans la synthèse des stéroïdes endogènes.15 On le retrouve également dans le SNC, où son 

expression est limitée aux cellules gliales.  

2.  Fonction du TSPO 

2.1.  Localisation 

Au niveau subcellulaire, on retrouve le TSPO majoritairement dans la membrane externe (OMM) de la 

mitochondrie, plus spécialement au niveau des zones de contact entre la membrane interne (IMM) et 

la membrane externe.20 L’association du TSPO avec le « Mitochondrial Permeability Transition Pore » 

(MPTP) n’est pas démontrée mais on sait que les ligands TSPO régulent le MPTP. Il reste à déterminer 

si le TSPO fait partie intégrante du complexe MPTP, possède un rôle actif dans le complexe ou alors 

présente une association passive avec le MPTP.21 On retrouve également le TSPO au niveau des 

membranes d’autres organites cellulaires. L’équipe de Venturini et al.22 a montré la présence du TSPO 

dans des fractions nucléaires de tissus sains et cancéreux de foie humain. Sa présence a également été 

démontrée par Hardwick et al.23 au niveau des fractions péri-nucléaires et nucléaires dans des cellules 

cancéreuses. D’autres groupes ont également identifié l’expression du TSPO sur les érythrocytes et sur 

les membranes cellulaires de cellules adrénocorticales.24,25  

2.2.  Structure de la protéine TSPO seule 

Le TSPO 18kDa fait partie d’un complexe protéique de 240kDa26 qui est localisé dans les zones de 

contact entre l’OMM et IMM de la mitochondrie. Dans cette première partie, nous nous 

concentrerons sur la structure propre du TSPO 18kDa et dans une seconde partie, nous nous 

intéresserons à l’agencement du complexe protéique transmembranaire. 

En 1989, Sprengel et al.27 ont réussi à identifier et cloner la séquence d’ADN encodant le TSPO. Ils ont 

ainsi pu en déduire la séquence protéique du TSPO. Cette protéine est constituée de 169 acides 

aminés et possède un poids moléculaire d’environ 18 kDa. Cette traduction du code génétique est en 

accord avec les différentes observations28 faites en amont et établissant le poids moléculaire de la 

protéine liant le photomarqueur PK-14105 dans les 17-18 kDa. Après avoir décodé la séquence, une 

analyse hydropathique a permis de mettre en évidence la présence de 5 régions transmembranaires. 

Le modèle décrit à cette époque a depuis été confirmé et légèrement modifié, notamment en ce qui 

concerne la taille des domaines transmembranaires.29 
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Figure 4 : Structure du photomarqueur PK-14105 (5) 

Plusieurs équipes ont réussi à surexprimer une forme recombinante et fonctionnelle du TSPO30,31 mais 

comme il s’agit d’une protéine membranaire, il est très difficile de réussir à la cristalliser et sa 

structure 3D n’a pu être élucidée qu’avec des mesures de dichroïsme circulaire et de Résonance 

Magnétique Nucléaire. Tout récemment, l’équipe de Jaremko et al.32 a publié la structure 3D du TSPO 

en présence du ligand PK-11195, résolue grâce à ces deux technologies. La structure tertiaire de cette 

protéine est extrêmement dynamique et, d’après Jaremko et al., la forme tertiaire du TSPO est 

stabilisée sous forme de canal transmembranaire. 

 

 

Figure 5 : (A) Structure dynamique de la fixation du PK-11195 sur le TSPO en représentation schématique ; 

(B) Représentation en cylindre du complexe avec le plus bas niveau d’énergie ;  

(C) Vue du cytosol ou de l’espace intermembranaire du complexe mTSPO-PK-11195.
32

 

De précédentes études, utilisant la RMN et la microscopie avaient déjà expérimentalement mis en 

évidence l’existence de ces 5 domaines transmembranaires sous la forme d’hélices α et avaient permis 

d’interpréter une structure secondaire et tertiaire du mTSPO (TSPO murin) recombinant.33 Une autre 

équipe a, quant à elle, réussi à déterminer la structure 3D du TSPO bactérien indiquant que 

l’agencement des 5 hélices transmembranaires forme une « sorte » de canal. Ils ont également 

montré l’organisation quaternaire de la protéine recombinante isolée sous forme d’homodimères. 34 

La partie C-terminale se trouve dans le cytoplasme tandis que la partie N-terminale se trouve dans 

l’espace intermembranaire. En partie C-terminale du domaine TM5, on retrouve le CRAC pour 

« Cholesterol Recognition Aminoacid Consensus ».35 Des expériences de reconstruction in vitro et des 

études de RMN ont montré que le cholestérol se fixait avec une affinité nanomolaire à cette 

séquence.31,33,36 Ces données montrent que ce domaine joue un rôle important dans la prise en charge 
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du cholestérol pour le transporter du cytosol vers l’IMM. Les acides aminés importants de ce motif 

sont la Tyrosine 153 et l’Arginine 156. 

 

Figure 6 : Alignement de séquences d’a.a. de différents TSPO au niveau du CRAC, de P450sccs au niveau des régions de 
reconnaissance du substrat et de protéines connues pour interagir avec le cholestérol 

35
 

Les chercheurs sont arrivés à un consensus définissant le CRAC par la séquence illustrée en figure 7. 

−𝑳/𝑽 − (𝑿)𝟏–𝟓 − 𝒀 − (𝑿)𝟏−𝟓  − 𝑹/𝑲 − 

Figure 7 : Séquence générale du CRAC 

Au laboratoire, nous avons étudié la structure 3D du TSPO élucidée par Jaremko et al. (PDBid : 2mgy) 

et avons ainsi pu observer la composition de la poche de fixation du PK-11195. Elle se trouve proche 

du cytosol, au niveau de la grande boucle entre les domaines TM1 et TM2 et est composée des acides 

aminés suivants : Ala23, Val26, Leu49, Ala50, Ile52, Trp107, Ala110, Leu114, Ala147 et Leu150. Les résidus 

présents dans la poche présentent principalement des interactions hydrophobes, ce qui corrèle avec la 

nature du substrat.  

L’autre ligand de référence, le Ro5-4864, ne semble pas se fixer de la même façon que le PK-11195. La 

situation est assez particulière : d’un côté, le PK-11195 déplace la fixation du Ro5-4864 et 

inversement, tandis que l’utilisation d’agents comme les acides gras insaturés ou encore la 

coadministration de Phospholipase A2 déplacent la liaison du Ro-5864 sans aucune perturbation de la 

liaison du PK-11195.37 D’autres agents sont également décrits comme inhibant la fixation du Ro5-4864 

sans affecter celle du PK-11195, comme le DIDS (acide 4,4'-Diisothiocyano-2,2'-stilbenedisulfonique), 

des détergents et la cyclosporine A. Selon l’origine du TSPO utilisé, il y a également une différence 

entre les deux ligands lors de l’administration de DEPC (diéthylpyrocarbonate), un agent de 

carboxylation des histidines. On observe une inhibition de la liaison du PK-11195 sur le TSPO de 

rongeurs sans modifier la liaison du Ro5-4864, mais cela n’est pas ou presque pas observé avec le 

TSPO d’origine bovine ou ichthyenne. La température a montré, à la différence du PK-11195, une 

influence sur la fixation du Ro5-4864 qui pourrait être expliquée par l’implication d’autres partenaires 
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protéiques mitochondriaux nécessaires à la fixation du Ro5-4864 tandis que les dérivés de 

l’isoquinoline PK-11195 interagissent avec le TSPO seulement. 

2.3.  Structure du complexe actif 

Le TSPO fait partie d’un complexe multiprotéique de 240kDa appelé le « transductosome »38 et 

composé des protéines suivantes : 

- TSPO – 18 kDa di- ou trimer 

- VDAC – 32 kDa (Voltage Dependent Anion Channel)  

- PAP7 – 60 kDa (PBR-Associated Protein) 

- PKAR1α – 54 kDa (cAMP-dependent protein kinase) 

- StAR – 30 kDa (Steroidogenic Acute Regulatory protein) 

- Cytochrome P450scc (side chain cleavage) 

On peut observer la colocalisation de ces intervenants et la formation de ce complexe après une 

stimulation par l’hCG, une hormone stimulant la biosynthèse des stéroïdes endogènes.26 L’activation 

du complexe est médiée par l’AMPc, le cholestérol (par action de StAR) et les hormones induisant la 

stéroïdogenèse. Le signal est transmis entre la PKAR1α et le TSPO par l’intermédiaire de la protéine 

PAP7. C’est la formation du complexe mitochondrial StAR-PKAR1α-PAP7-TSPO qui active le transport 

du cholestérol du cytosol vers l’espace intermembranaire. C’est ensuite le CYP11A1 qui prend en 

charge la métabolisation du cholestérol transféré en prégnénolone. En parallèle, la phosphorylation de 

StAR par la PKA est également nécessaire à son activation, plaçant cette PKA comme un régulateur 

important de la stéroïdogenèse (Figure 8).39 

 

Figure 8 : Représentation schématique du complexe qui sert de médiateur et amplifie les signaux des hormones et de 
l’AMPc (P = Prégnénolone)

26
 

Le VDAC est associé à l’Adenine nucleotide Translocase (ANT) et ces deux protéines forment 

ensembles le MPTP.40 Cette porine mitochondriale interagit avec de nombreuses protéines 

essentielles au fonctionnement mitochondrial comme Bax, Bid et Bcl-2, régulateurs majeurs de 

l’apoptose par la voie des caspases. Le TSPO et son complexe actif sont associés au MPTP et le rôle du 

TSPO dans l’induction de l’apoptose n’est pas encore démontré mais il pourrait y être impliqué.41 C’est 
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au niveau de la zone d’interaction entre VDAC et TSPO que se trouve le site de fixation des 

benzodiazépines périphériques comme le Ro5-4864.30 

Le rôle de VDAC dans le complexe fonctionnel du TSPO n’est toujours pas clairement élucidé. L’équipe 

de Sileikyte avait décrit la modulation de la formation du MPTP par le TSPO en 2010. 42 Récemment, ils 

ont remis en question le rôle du TSPO dans le MPTP, montrant que chez des souris ayant subi un 

Knock-out conditionnel du TSPO au niveau des tissus cardiaques, on n’observe aucune différence avec 

le contrôle sur la fonction du MPTP, la réponse aux ligands ou à l’ischémie.43 

2.4.  Translocation du cholestérol – effet des neurostéroïdes 

L’un des rôles du TSPO est de transporter le cholestérol du cytosol vers l’espace intermembranaire 

mitochondrial où il est métabolisé en prégnénolone par le cytochrome P450scc (gène CYP11A1) par 

une suite de 3 réactions de monooxygénation successives utilisant le NADPH comme cofacteur.   

 

Figure 9 : Voies de biosynthèse des hormones stéroïdes
44

 

La prégnénolone est le précurseur principal de la biosynthèse des hormones stéroïdes (Figure 944) et 

des neurostéroïdes (Figure 1045). 

Au niveau moléculaire, les stéroïdes neuroactifs peuvent se lier à des récepteurs intracellulaires qui 

agissent comme facteurs de transcription et régulent l’expression génique. Ils peuvent également 

interagir avec de nombreux récepteurs des neurotransmetteurs et des récepteurs ionotropes, comme 

les récepteurs GABAA, NMDA, AMPA, kainate, glycine, sérotoninergiques, nicotiniques et 
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muscariniques ou les canaux calciques voltage-dépendant, les canaux sodiques, les canaux 

potassiques activés par le calcium et les canaux anioniques.46 Par ces mécanismes, ils peuvent moduler 

l’excitabilité neuronale par action présynaptique sur le relargage des neurotransmetteurs ou post-

synaptique en modifiant la réactivité neuronale. Les neurostéroïdes ont aussi une action sur la 

plasticité synaptique au niveau des synapses glutamatergiques et GABAergiques. L’effet de ces 

composés endogènes dépend de plusieurs facteurs comme le type de neurostéroïde, la région du 

cerveau, l’état du neurone présynaptique ainsi que le type de neurotransmetteurs libérés. Les 

propriétés des neurostéroïdes, dont l’impact reste à étudier, en font d’importants régulateurs de la 

transmission synaptique au niveau du SNC et sont un sujet important pour l’étude du fonctionnement 

de la neurotransmission et des maladies cérébrales qui y sont liées. 

 

Figure 10 : Voies de biosynthèse des neurostéroïdes, en jaune, les neurostéroïdes inhibiteurs (agonistes GABAA) et en vert, 

les neurostéroïdes activateurs (antagonistes GABAA)
45

 

Pour mieux comprendre leur action au niveau central, l’équipe de Zheng46 a étudié au cas par cas 

l’action des neurostéroïdes sur la libération des neurotransmetteurs dans différentes zones du 

cerveau. Ils ont découvert que les stéroïdes neuroactifs avaient des effets modulateurs sur la 

libération du glutamate, du GABA, de l’Acétylcholine, de la noradrénaline, de la dopamine et de la 

sérotonine. Ces modulations interviennent au niveau des zones de l’apprentissage et de la mémoire, 

des émotions, de la motivation, des mouvements ou de la cognition. Ils concluent leur étude en 

précisant que ces mécanismes restent assez obscurs et qu’il est nécessaire de continuer les recherches 

pour mieux comprendre la spécificité moral-dépendante et l’effet sélectif sur certaines régions du 

cerveau. 
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2.5.  L’alloprégnanolone, un neurostéroïde aux effets prometteurs 

L’alloprégnanolone (APα) est un neurostéroïde naturel qui a montré expérimentalement sa capacité à 

promouvoir la régénération et la réparation du cerveau âgé de mammifère et du cerveau atteint par la 

maladie d’Alzheimer. L’APα favorise la neurogenèse et ses fonctions cognitives associées, réduit l’état 

pathologique de la maladie d’Alzheimer et favorise la régénération de la substance blanche. 47  

Des études post-mortem ont montré que la concentration d’APα au niveau du cortex préfrontal de 

patients atteints de la maladie d’Alzheimer était considérablement plus faible que chez des sujets 

« contrôles » cognitivement intacts, cette concentration étant corrélée avec l’extension de la maladie 

d’Alzheimer chez le patient.48 Cette observation avait déjà été faite chez des souris modèles de la 

maladie de Niemann-Pick type C, une maladie lysosomale engendrant une neurodégénerescence. La 

diminution de la concentration de ce neurostéroïde peut être due à une détérioration de la voie de 

synthèse de l’APα ou à une accélération de son métabolisme. C’est cette deuxième hypothèse qui 

semble le plus proche de la vérité car une augmentation de l’activité de la 17-β-Hydroxystéroïde 

déshydrogénase a été observée chez les souris 3xTgAD modèles de la maladie d’Alzheimer.  

L’APα a également été montrée comme un facteur de prolifération des cellules souches neuronales et 

des précurseurs des oligodendrocytes au niveau central, tandis qu’au niveau périphérique, elle 

favorise la prolifération de cellules de Schwann et la remyélinisation des axones des neurones 

périphériques.49–51 

Brinton analyse qu’il y a 3 aspects de la régulation de la neurogenèse par l’APα qui sont importants à 

considérer : premièrement, l’APα restaure le potentiel régénératif du cerveau à un niveau normal, pas 

supra normal. Deuxièmement, l’effet régénérant de l’APα est dose-dépendant avec une courbe de 

dose-réponse classique pour un facteur de croissance par lequel le dépassement des doses 

neurogéniques n’entraine pas de réponse plus importante. Troisièmement, l’effet régénérant de l’APα 

varie avec l’âge du sujet traité et le niveau d’avancement de la maladie. Ces caractéristiques indiquent 

que le système de régénération activé par l’APα est finement régulé avec des gardes fous limitants 

l’activation et l’amplitude de la prolifération neuronale.47 

Une étude préclinique sur l’administration chronique d’APα chez un modèle murin de la maladie 

d’Alzheimer (souris 3xTgAD) a diminué les symptômes de la maladie et la génération de plaque β-

amyloïde. Dans d’autres modèles précliniques de maladies neurodégénératives, l’APα réduit la 

réponse inflammatoire. Elle diminue également l’activation microgliale et l’expression des gènes 

codant pour les cytokines pro-inflammatoires dans des modèles précliniques murins de la maladie de 

Niemann-Pick type C, de traumatismes cérébraux, de traumatismes médullaires et de sclérose en 

plaques.  

L’alloprégnanolone est conforme à trois critères sur quatre de la règle de Lipinski (LogP = 5.042, M = 

318.5 g/mol, 2 HBA, 1 HBD), c’est donc un produit peu biodisponible oralement. Avant de l’utiliser en 

thérapeutique, il est nécessaire d’étudier la posologie adéquate et la pharmacocinétique de ce 

composé. Il existe trois problèmes quant à l’utilisation chez l’homme de l’APα comme médicament : 

premièrement, ce produit coûte cher et il est difficile de s’en procurer en grande quantité. 
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Deuxièmement, sa métabolisation est assez rapide au niveau du tractus digestif, limitant ainsi sa 

biodisponibilité après une administration orale (en plus de la prédiction de mauvaise biodisponibilité 

selon la règle de Lipinski). Et enfin, l’APα reste une hormone stéroïde et son utilisation au long cours 

n’est pas recommandée chez l’homme. Pourtant, ce composé endogène capable d’activer la capacité 

innée de régénération du cerveau, semble prometteur dans la prévention et le traitement de la 

maladie d’Alzheimer et d’autres maladies neurodégénératives.52  

Dans notre travail de recherche d’un ligand activant le TSPO, le but est d’activer les voies 

métaboliques conduisant à la biosynthèse d’alloprégnanolone en augmentant le transport et la 

métabolisation du cholestérol en prégnénolone. Cette approche peut ainsi permettre de passer au 

travers des problèmes liés à l’utilisation de l’APα comme médicament. 

3.  Implication physiologique du TSPO 

3.1.  Une fonction décrite mais un rôle fortement débattu 

Le rôle physiologique du TSPO n’est pas encore totalement élucidé mais il interviendrait comme 

modulateur dans différentes fonctions mitochondriales comme le transport du cholestérol et la 

synthèse d’hormones stéroïdes, la respiration mitochondriale, la formation des MPTP, l’apoptose et la 

prolifération cellulaire.53 Ces fonctions ont été proposées grâce à l’utilisation de ligands TSPO et des 

Knock-Out conditionnels en utilisant des techniques de recombinaison homologue,54 des vecteurs 

antisenses,55,56 des oligonucléotides antisenses,57 ou des ARN interférents.58–60. De par sa capacité à 

transporter le cholestérol du cytosol vers l’espace intermembranaire, le TSPO pourrait aussi participer 

à la biogenèse des membranes mitochondriales.  

L’équipe de Papadopoulos a annoncé en 1997 avoir observé une mort embryonnaire précoce lors 

d’une tentative de Knock-out constitutif chez des souris.61 Ils ont également observé que l’inactivation 

du TSPO dans les lignées stéroïdogéniques diminuait la formation d’endostéroïdes par ces cellules.  De 

ces résultats qui n’ont jamais été remis en question durant 13 ans, il était facile de conclure de 

l’importance du TSPO dans la biosynthèse d’hormones stéroïdes. L’année dernière, ce dogme a été 

remis en question par l’équipe de Morohaku, qui a réussi à faire des K-O conditionnels sur des souris 

tout en conservant une activité stéroïdogénique.62,63 Cet essai a été poussé plus loin en 2014 par 

l’équipe de Stocco qui a réussi à réaliser un K-O constitutif sur des souris.64 Ces souris   TSPO-/- sont 

viables et ne présentent aucune altération au niveau de la synthèse d’hormones stéroïdes. Ces 

derniers résultats remettent en cause le rôle important que la communauté scientifique avait attribué 

au TSPO.  

La synthèse d’hormones stéroïdes est une chose si importante pour les tissus et leur fonctionnement 

que l’on peut imaginer qu’il existe plusieurs mécanismes compensatoires. A cela, Stocco répond que 

ces mécanismes redondants auraient dû être observés lors des différentes expériences cherchant à 

bloquer le TSPO pour mieux comprendre ses fonctions.  
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On retrouve le TSPO dans tous les tissus, centraux comme périphériques, impliqués dans la 

stéroïdogenèse ou non. On observe une surexpression en cas de lésions neuronales et dans des 

cellules cancéreuses (voir 4. ). Si le TSPO n’est pas nécessaire à la biosynthèse des hormones stéroïdes, 

quelle est sa fonction pour les lignées cellulaires tumorales et dans l’organisme entier ? 

Toutefois, la métabolisation du cholestérol en prégnénolone est l’étape limitante de la synthèse des 

hormones stéroïdes et des neurostéroïdes. Si la régulation de la biosynthèse des hormones stéroïdes 

au niveau des organes endocrines périphériques est effectuée en réponse aux hormones 

hypophysaires, il n’en va pas de même pour les neurostéroïdes qui régulent et modulent des 

transmissions synaptiques dans le cerveau. Ces derniers sont produits en beaucoup plus petite 

quantité que les hormones stéroïdes mais semblent, par leur régulation fine, tout autant importants 

pour la survie de l’espèce. A ce jour, seul le TSPO est connu comme modulateur de la production de 

ces neurostéroïdes. Quel pourrait être l’impact physiologique d’une modulation fine de cette 

protéine ? 

3.2.  Ligands endogènes du TSPO 

Les ligands endogènes décrits du TSPO sont peu nombreux. Il y a le cholestérol bien entendu, qui se 

fixe au niveau C-terminal dans le cytosol au niveau du domaine CRAC avec une affinité nanomolaire. 

Les porphyrines sont également des ligands endogènes qui se lient avec une affinité nanomolaire au 

niveau de la zone N-terminale. Parmi ces composés, on retrouve : la Protoporphyrine IX (6), la 

Deuteroporphyrine IX (7), la  Mesoporphyrine IX (8) et l’Hémine (9) illustrées en figure 11.65 

 

Figure 11 : Structure des porphyrines ligands endogènes du TSPO 

La première et la dernière étape de biosynthèse des porphyrines prennent place dans la mitochondrie, 

donc le précurseur porphyrique de la protoporphyrine IX et l’hème doivent traverser la membrane 
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mitochondriale externe en passant par une porine comme le VDAC. Les porphyrines sont connues 

pour moduler l’activité enzymatique de nombreuses enzymes et sont également impliquées dans 

plusieurs interactions avec des protéines mitochondriales. Elles présentent un indice de sélectivité 

pour le TSPO vis-à-vis du récepteur central aux benzodiazépines d’environ 1000. Cette spécificité avec 

ce récepteur implique un rôle physiologique qui reste à déterminer. On sait que l’échange de l’atome 

de fer central de l’hémine provoque une diminution de l’affinité de l’hémine-métal pour le TSPO de 7 

à 8 fois avec le zinc et de 1000 fois avec le cobalt ou l’étain. Au niveau des tissus stéroïdogéniques, la 

concentration en porphyrines est plus élevée que dans les autres tissus, pourrait-il y avoir une 

régulation de la stéroïdogenèse par les porphyrines ?  

Parmi les autres ligands endogènes du TSPO, on retrouve les endozépines, qui sont des neuropeptides 

isolés d’extraits de cerveaux de rat qui montrent une habilité à déplacer la liaison des benzodiazépines 

de leur site de fixation sur le GABAA. Ces composés sont dérivés de la protéolyse endogène du DBI 

(Diazepam Binding Inhibitor) qui est encodé par un gène unique largement exprimé au niveau du 

SNC.66 On le retrouve également en grande concentration dans les tissus stéroïdogéniques riches en 

TSPO.15 Les deux fragments les plus actifs sont l’octadécaneuropeptide DBI33-50 (ODN) et le 

triakontatetraneuropeptide DBI17-50 (TTN), ils stimulent la synthèse des stéroïdes par les 

mitochondries.67  

 

Figure 12 : Séquence du TTN et de l'ODN 

Le DBI, qui montre une affinité pour l’acyl-Coenzyme A,  est aussi appelé Acyl-CoA-binding Protein et a 

récemment été reclassé dans la famille des ACBD (Acyl-CoA-binding domain-containg protein) et 

renommé ACBD1. Cette nouvelle classification suppose que les ACBD et l’Acyl-CoA peuvent réguler le 

TSPO. 

Les endozépines sont synthétisées par les cellules de Schwann au niveau des tissus périphériques. Lors 

de lésions tissulaires, on observe une augmentation de la production d’endozépines et une 

augmentation de l’expression du TSPO dans ces zones.68 Au niveau central, le gène codant pour le DBI 

est principalement exprimé au niveau des cellules gliales. Deux observations au niveau de l’expression 

de cette endozépine indiquent qu’elle semble être impliquée dans la réponse autocrine et paracrine 

des cellules gliales à la maladie d’Alzheimer : 

- Sa synthèse est stimulée par le peptide β-amyloïde, qui a un rôle pathogénique dans la 

maladie d’Alzheimer69 

- Des niveaux élevés de DBI ont été relevés au niveau du liquide cérébro-spinal (LCS) de 

patients atteints de la maladie d’Alzheimer70 

Ces observations soulignent le potentiel thérapeutique des ligands TSPO dans le traitement des 

maladies neurodégénératives. 
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4.  Niveaux d’expression du TSPO lors de troubles 

neuropsychiatriques53 

Bien que le rôle physiologique du TSPO ait récemment été remis en question, de nombreuses 

questions se posent toujours au niveau de son implication pathologique. En effet, dans certains 

troubles neuropsychiatriques, on observe une modification de l’expression de cette protéine. 

L’utilisation de techniques de neuroimagerie et de ligands radiomarqués a permis l’identification du 

TSPO comme un biomarqueur sensible de la neurodégénération, des lésions cérébrales, de 

l’inflammation et de la gliose découlant de ces phénomènes. 

Dans des conditions physiologiques normales, l’expression basale du TSPO dans le cerveau est basse 

et limitée aux cellules gliales. Une forte augmentation de son expression apparait au niveau des 

cellules gliales en réponse à une lésion cérébrale ou une inflammation. L’utilisation de ligands sélectifs 

et marqués permet de visualiser la distribution et  de quantifier l’expression du TSPO in vitro par des 

techniques d’autoradiographie ou in vivo par des techniques de PET (tomoscintigraphie par émission 

de positons) ou de SPECT (tomographie d'émission monophotonique). Ces technologies et 

l’augmentation localisée de l’expression du TSPO dans les zones endommagées permettent d’utiliser 

le TSPO comme un marqueur sensible pour détecter des petits changements dans les régions 

endommagées en comparaison avec les régions normales.71  

Une sorte de cartographie a été réalisée en étudiant la surexpression zone-dépendante du TSPO  

après utilisation de neurotoxiques induisant une neurodégénération ou des lésions axonales. On peut 

ainsi lier certains troubles neuropsychiatriques à une augmentation localisée de l’expression du TSPO, 

quantifiable par PETscan ou SPECT chez les patients. 72 

4.1.  Lésions du système nerveux périphérique 

Lors d’une lésion nerveuse au niveau périphérique, on observe une augmentation de l’expression du 

TSPO au niveau des cellules de Schwann, des macrophages et des neurones.68,73,74 Cette expression 

diminue lorsque la réparation nerveuse est terminée, ce qui suggère un rôle important du TSPO dans 

ces processus de réparation nerveuse.68 Des profils d’expression génique montrent une augmentation 

du gène codant pour le TSPO sans pour autant avoir observé expérimentalement une surexpression de 

la protéine dans des modèles de douleurs neuropathiques in vivo.75–77 A la différence du SNC, le TSPO 

n’est pas utilisé comme un outil de diagnostic dans le système nerveux périphérique. 

4.2.  Lésions cérébrales 

Dans la microglie et les astrocytes, il y a une surexpression du TSPO en réponse aux lésions 

neuronales dont le niveau est directement lié au degré des dommages. Le TSPO est donc devenu un 

outil intéressant pour étudier les lésions cérébrales avec une hétérogénéité pathophysiologique 

considérable.78 Des études chez des patients ayant eu un AVC ont montré l’intérêt d’utiliser ce type 

d’outil pour suivre l’avancée des lésions et des processus de réparation.79,80 On peut ainsi qualifier le 
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TSPO de sonde pour le suivi des processus de réparation actifs intervenants lors de lésions 

cérébrales.81 

4.3.  Maladies neurodégénératives 

Les maladies neurodégénératives sont caractérisées par une perte neuronale et une inflammation 

dans certaines zones du cerveau. Les ligands TSPO marqués ont été utilisés comme sondes 

moléculaires in vivo de ces dommages neuronaux et inflammatoires chez des patients atteints de 

maladies neurodégénératives comme les maladies d’Alzheimer, de Pick, d’Huntington, de Parkinson 

ou de Charcot ainsi que la sclérose en plaque. Dans toutes ces maladies, on observe une forte 

augmentation de l’expression du TSPO dans les zones concernées.  

L’équipe de Ji a cherché à savoir quelle était la signification de la surexpression du TSPO au niveau 

astrocytaire ou microgliale. Ils ont utilisé des modèles des maladies d’Alzheimer et de Parkinson pour 

montrer que l’augmentation de l’expression du TSPO au niveau de la microglie reflète une réaction 

gliale délétère d’un point de vue neurotrophique tandis que cette augmentation au niveau des 

astrocytes représente plutôt un effet bénéfique.82 

Des études utilisant un modèle animal de maladies démyélinisantes comme la sclérose en plaques ont 

révélé que le niveau d’expression du TSPO restait élevé durant le recouvrement de la maladie et la 

réparation de la myéline, supposant un rôle du TSPO dans les processus régénératifs.78,83 

4.4.  Tumeurs cérébrales 

Si le TSPO est beaucoup décrit dans la littérature comme cible pour l’imagerie des troubles 

neurologiques, son importance en neuro-oncologie est moins établie. L’expression du TSPO augmente 

dans de nombreux cancers, y compris les tumeurs cérébrales. A la vue du haut niveau d’activité 

mitochondriale dans les cellules tumorales qui prolifèrent rapidement, le rôle du TSPO dans ces tissus 

n’est pas encore démontré comme cause ou symptôme de cette activité accrue. Plusieurs équipes 

cherchent actuellement à développer de nouveaux ligands du TSPO pour l’imagerie médicale ou 

comme agents antiprolifératifs.84–88  

4.5.  Troubles psychiatriques 

D’une manière générale, on observe une diminution de l’expression du TSPO au niveau des  cellules 

comme les lymphocytes ou les plaquettes.  

On observe une diminution de l’expression du TSPO au niveau des lymphocytes chez les patients 

atteints d’un trouble anxieux généralisé (TAG). Cette diminution intervient au niveau transcriptionnel 

car on observe également la diminution de l’expression d’ARN messagers codants pour le TSPO. 89,90 

Le ligand [3H]PK-11195 a été utilisé pour mesurer le binding maximum permettant de quantifier 

l’expression du TSPO au niveau des plaquettes. Plusieurs équipes ont observé une diminution de 

l’expression du TSPO chez les patients atteints d’anxiété de séparation,91,92 de stress post-

traumatique93, de troubles bipolaires,94 de phobie sociale95 ou encore chez les patients schizophrènes 
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en fonction de leur agressivité, sans prise en compte du caractère social.96 Il n’y a pas de modification 

de l’expression dans les cas de dépression.97 Le rôle du TSPO n’est pas complètement élucidé, mais on 

peut imaginer que la fonction du TSPO, dans des conditions pathologiques ou normales, dépende de 

son niveau d’expression et de sa localisation subcellulaire. Des travaux restent à faire pour évaluer 

cette implication physiologique et pathologique du TSPO.  

5.  Les ligands du TSPO et leurs utilisations 

De nombreux composés de classes chimiques variées ont été développés comme ligands sélectifs du 

TSPO pendant les 25 dernières années. Ces composés présentent différentes sélectivités et affinités. 

De nombreux pharmacophores ont aussi été proposés par différents groupes après des études de 

Relation Structure-Activité (RSA). D’après James,98 il est nécessaire d’avoir une zone riche en électrons 

(δ1), deux régions lipophiles (PAR et FRA) et une autre région lipophile (LA) capable de moduler la 

liaison au récepteur (Figure 13).  

 

Figure 13 : Schéma du pharmacophore des Pyrazolo-pyrimidines
98

 

 La liste présentée ci-dessous n’est pas exhaustive, il y a encore de nombreux composés en cours 

d’études dans plusieurs laboratoires de par le monde, tant dans la recherche institutionnelle 

qu’industrielle. 

5.1.  Ligands par famille chimique98 

5.1.1.  Benzodiazépines 

 

Figure 14 : Benzodiazépines : (1) Diazépam, (3) Ro5-4864 

Le Diazépam 1 et le Ro5-4864 3 sont des benzodiazépines et les ligands historiques du TSPO. Le 

diazépam (Valium®) est un médicament couramment utilisé comme anxiolytique et anticonvulsivant. Il 
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s’agit d’un modulateur allostérique du GABAA. Son homologue para-chloré, le Ro5-4864 3, est le ligand 

historique sélectif du TSPO qui est une référence utilisée dans les études sur le TSPO. Son utilisation in 

vitro présente toutefois une limitation du fait de sa différence d’affinité avec le TSPO selon son espèce 

d’origine. Cela semble être dû au fait que les benzodiazépines nécessitent la présence d’autres 

protéines mitochondriales partenaires du TSPO pour montrer leur meilleure affinité.  

5.2.  (Iso)quinoline carboxamide  

 

Figure 15 : Isoquinoline carboxamide : (4) PK-11195 ; Quinoline carboxamide : (10) VC198M 

Le PK-11195 4 est le premier ligand composé d’un noyau différent des benzodiazépines qui se lie au 

TSPO. Le PK-11195 se lie de manière réversible avec une affinité nanomolaire au TSPO. Le site de 

fixation des benzodiazépines est différent de celui des quinolines et la densité de ces derniers est 3 

fois supérieure à celle des benzodiazépines au niveau du cortex, du cervelet et du pont. 99 Le PK-11195 

est aussi capable d’activer la stéroïdogenèse en augmentant significativement la formation de 

prégnénolone chez des cellules de gliome C6.100 

Une étude flamande de 2003 a montré que le PK-11195 diminuait la quantité de médiateurs de 

l’inflammation comme la TNFα ou de monoxyde d’azote (NO), relargués par l’activation de la 

microglie. Cette première étude a montré que les ligands du TSPO pourraient altérer des processus 

cérébraux et avoir un effet thérapeutique sur des désordres neurologiques.101 

Le PK-11195 est beaucoup utilisé comme outil biologique mais ne présente pourtant pas de bons 

paramètres pharmacocinétiques. Du fait de sa lipophilie, il n’a pas une très bonne solubilité ni une très 

bonne biodisponibilité et passe mal la BHE. Pour pallier à ces problèmes et conserver une telle 

sélectivité, d’autres composés comme le VC198M 10 ont été développés et présentent un meilleur 

profil cinétique. Les dérivés du type VC198M sont aujourd’hui utilisés comme radioligands en 

imagerie.98 

5.3.  Benzothiazépines 

 

Figure 16 : Benzothiazépines : (11) THIA-66, (12) THIA-4i 
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Cette classe de ligands a été découverte en 1990 comme ligands pour le BZC, mais quelques composés 

comme le THIA-66 11 (IC50 = 34 nM) ont montré une affinité nanomolaire pour le TSPO.102 Une étude 

RSA a montré l’importance du noyau pyrole pour l’affinité ainsi que l’importance d’un groupement 

diéthylcarbamoyloxy en C7 et d’un chlore en position 4 conduisant au composé 12, le THIA-4i (IC50 = 2 

nM), qui est ainsi le ligand le plus affin de cette classe de benzothiazépines, avec une affinité 

comparable à celle du « gold standard » PK-11195.103 Ces ligands peuvent être utilisés comme des 

sondes pour des études in vitro, une étude plus approfondie est nécessaire pour évaluer leur profil 

pharmacologique in vivo. 

5.4.  Benzoxazépines 

 

Figure 17 : Benzoxazépines : (13) OXA-17f, (14) OXA-17j 

Ces dérivés OXA-17f 13 et OXA-17j 14 qui sont basés sur un scaffold pyrrolobenzoxazépine présentent 

une affinité respective de 0.26 nM et 0.36 nM pour le TSPO, sont inactives sur le CBR et montrent 

donc une grande sélectivité pour le TSPO. Ces composés sont capables de stimuler la production de 

neurostéroïdes chez les cellules adrénocorticales Y1 avec une puissance comparable aux références de 

la littérature comme le Ro5-4864 et le PK-11195.104 Les composés issus de cette série ont été utilisés 

comme sonde permettant de définir le volume disponible dans la poche de fixation et ont servi à 

mieux caractériser les poches LA et δ1, initialement définies par James.98 Des études de 

pharmacocinétique et de pharmacodynamie sont en cours pour continuer à évaluer cette famille 

chimique comme ligands du TSPO. 

5.5.  Phenoxyphenyl acétamide  

Ces deux dérivés de la famille des Phenoxyphenyl acétamide ont été obtenus par coupure du 

squelette benzodiazépine du Ro5-4864. Ce sont des ligands spécifiques du TSPO  qui ont montré des 

effets anxiolytiques sur des modèles animaux.105,106 

 

Figure 18: Phenoxyphenyl acétamide : (15) DAA1106, (16) DAA1097 (17) PBR28 
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Le DAA1106 15 et le DAA1097 16 ont des IC50 de 0.28 et 0.92 nM, respectivement, et leur affinité est 

indépendante de l’espèce car ils ont également pu être reproduits chez le rat et le singe. Le 

[3H]DAA1106 est un outil pour l’autoradiographie qui a permis de déterminer les zones où le TSPO est 

exprimé avec une plus forte densité.105  

L’activité stéroïdogénique de ces deux composés a été évaluée sur des cellules de gliome C6-2B et sur 

des cellules de Leydig MA-10. Tandis que le DAA1097 16 provoque une augmentation significative de 

la production de progestérone, le DAA1106 ne montre aucun effet significatif sur la production de 

prégnénolone chez ces lignées cellulaires.107 

D’autres dérivés de cette famille ont été synthétisés en changeant l’aniline par une aminopyridine et 

sont utilisés en imagerie comme le PBR28 17. 

5.6.  Indole acétamide et dérivés 

 

Figure 19: (18) FGIN-1-27, (19) IND-18 et (20) SSR-180,575 

Les premiers représentants de cette famille ont été développés dans les années 90 en utilisant la 

synthèse de Fischer des indoles. Le FGIN-1-27 18 montre une forte affinité pour le TSPO (Ki  = 5.0 nM) 

et passe la BHE. Malgré sa forte sélectivité pour le TSPO, le FGIN-1-27 a des effets anticonvulsivants et 

son administration en intraveineuse à des doses micromolaires conduit à une sédation et une ataxie.  

Ces effets pourraient être dus à une activation indirecte du GABA par la stimulation de la production 

de neurostéroïdes.108 Le passage d’un amide N,N-dihéxyl à un N,N-diméthyl entraine une diminution 

de l’affinité d’un facteur 20 de même que l’augmentation de la taille des chaînes carbonées sur 

l’amide diminue également l’affinité.109  

L’équipe de Da Settimo a rigidifié ces composés en échangeant la chaîne acétyle par une chaîne 

glyoxyl pour conduire à la famille des indolylglyoxylamides. Cette diminution de la flexibilité a 

amélioré l’affinité et l’activité de ces composés avec le composé « hit » l’IND-18 19 qui a un IC50 de 

0.37 nM. Ces composés montrent également, selon leurs décorations, une bonne stimulation de la 

production de prégnénolone chez les cellules de gliome C6.110 

Le SSR-180,575 20 est un dérivé de la famille des pyridazinoindolacétamides développé par les 

laboratoires pharmaceutiques SANOFI dont le développement clinique en phase 2 est maintenant 

arrêté. Ce composé est le premier ligand TSPO qui a été montré comme favorisant la survie neuronale 

et la régénération dans des modèles d’axotomie et de neuropathies. Il présente une affinité 

nanomolaire pour le TSPO et stimule également la production de prégnénolone dans le cerveau de 
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souris. C’est une molécule qui nous servira de référence quant à l’évaluation de nos composés sur des 

tests fonctionnels de production de prégnénolone.111 

Il a été montré que le FGIN-1-27 18 et le SSR-180,575 20 passent la BHE mais il reste nécessaire de 

continuer à étudier ces composés in vivo pour obtenir plus d’informations de pharmacocinétique car 

la lipophilie supérieure au PK-11195 risque de poser des problèmes en vue d’une éventuelle 

administration per os. Ils restent néanmoins de bons candidats pour une utilisation thérapeutique ou 

dans l’imagerie. 

5.7.  Imidazopyridines  

L’alpidem 21 est le premier membre de la famille des imidazopyridines qui se lie au CBR ou au TSPO 

avec des affinités nanomolaires, KI = 1-28 nM et 0.5-7 nM respectivement.100 Bien que l’alpidem soit 

reconnu comme anxiolytique cliniquement actif112 et soit capable de stimuler la stéroïdogenèse, sa 

nature non sélective limite son potentiel dans l’étude du rôle physiologique et pharmacologique du 

TSPO. Il s’agit d’un médicament qui a été commercialisé en France en 1991 pour le traitement 

l’anxiété et retiré du marché en 1994 à cause de son hépatotoxicité. Ces effets secondaires pourraient 

être dus à l’effet sur les récepteurs GABAA que l’on retrouve parfois exprimé au niveau des tissus 

hépatiques.  

 

Figure 20 : Imidazopyridines : (21) Alpidem, (22) CB-34 

L’équipe de Trapani a réalisé des études de RSA sur l’alpidem pour essayer de développer une 

nouvelle série d’imidazopyridines présentant une meilleure sélectivité pour le TSPO vis-à-vis du 

GABAA.113 Le remplacement d’hydrogènes du cycle pyridine par des halogènes en position 6- et 8- a 

permis d’arriver à une sélectivité pour le TSPO. D’autres études de RSA et de RSS ont été réalisées par 

l’exploration de différentes chaînes alkyles sur la partie acétamide et ont conduit à la synthèse d’une 

autre série de phenylimidazo[1,2-c]pyridines.114 Plusieurs ligands « hits » découverts par cette équipe 

ont montré qu’ils étaient capables d’augmenter la production de neurostéroïdes chez les rats. Le CB 

34 22 issu de cette série est le plus prometteur de par sa bonne affinité, sa sélectivité et son habilité à 

stimuler la stéroïdogenèse tant au niveau périphérique que central avec une puissance supérieure à 

celle du PK-11195. 

Certains composés de cette série ayant pourtant une bonne affinité n’ont aucun effet sur la 

concentration en neurostéroïdes au niveau du cortex cérébral et peuvent être considérés comme 

antagonistes.114 Ces résultats prouvent qu’il n’y a pas de corrélation directe entre l’affinité et la 

sélectivité pour le TSPO avec l’activité fonctionnelle stéroïdogénique.  
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5.8.  Pyrazolopyrimidines 

Les pyrazolopyrimidines sont des bioisostères des imidazopyridines avec une sélectivité plus grande 

pour le TSPO. Des études de RSA ont été menées pour évaluer l’influence de certaines substitutions ou 

modifications sur la sélectivité envers le TSPO, avec une étude plus approfondie des positions 5- et 7-

.100 (voir tableau 2) 

 

Nom R R1 R’ R’’ Ki (nM) 

DPA-713 -OCH3 -CH3 -Et -Et 4.7 

PYRA-3j -Cl -CH3 -Et -Et 2.4 

PYRA-3q -CH3 -CF3 -Et -Et 1.0 

PYRA-4d H -CH3 -nBu -nBu 4.5 

PYRA-4j H -CH3 -Et -Ph 0.8 

Tableau 2 : Structures et affinité des composés "hit" de la famille de pyrazolopyrimidines 

Les composés PYRA-3j et PYRA-3q stimulent aussi la production de prégnénolone chez les cellules de 

gliome de rat C6 avec une puissance comparable à celle du Ro5-4864 ou du PK-11195. Le DPA-713, 

quant à lui, ne montre aucun effet sur la stéroïdogenèse, prouvant encore une fois qu’il n’y a pas de 

corrélation entre l’affinité et l’activité sur l’augmentation de la production de stéroïdes. L’importance 

du groupement amide a été démontrée puis modulée par des modifications structurales qui ont 

conduit aux dérivés PYRA-4d et PYRA-4j stimulants la production de stéroïdes avec une puissance 

supérieure aux références de la littérature.115 

5.9.  Benzoxazine  

 

Figure 21 : Structure de l'Etifoxine (23) 

L’etifoxine 23 est un anxiolytique commercialisé par les laboratoires BIOCODEX sous le nom de 

STRESAM® avec une indication dans les manifestations psychosomatiques de l’anxiété. C’est un ligand 

du GABAA et du TSPO.116 L’effet anxiolytique est attribué à son action sur le GABAA, tandis que l’effet 

neuroprotecteur découvert récemment117 serait dû à la stimulation de neurostéroïdes après activation 

du TSPO. L’affinité pour le TSPO reste assez faible (IC50 = 18.3 µM vs [3H]PK-11195) mais ce ligand a 

montré une grande efficacité dans des études précliniques.117,118 Son utilisation thérapeutique risque 

d’être limitée par sa trop grande toxicité hépatique qui en fait un médicament à risque. 
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5.10.  Purines - XBD173 

 

Figure 22 : Structure du XBD-173 (24) 

 Le XBD173 (ou Emapunil ou AC-5216) est un ligand du TSPO développé à la fin des années 90 par la 

compagnie pharmaceutique DIANIPPON comme anxiolytique sans les effets secondaires typiques des 

benzodiazépines. Cet effet est dû à l’activation du GABAA par les neurostéroïdes d’origine endogène 

dont la formation est favorisée par l’activation du TSPO par le XBD173.  

Ce composé dérivé de la famille des purines présente une bonne affinité pour le TSPO (K i  = 0.3 - 3 nM 

selon l’origine tissulaire). Son efficacité a été prouvée chez les rongeurs dans différents modèles 

d’anxiété comme le test de Vogel chez les rats et la boîte noire et les interactions sociales chez les 

souris.119 

Il existe plusieurs tests permettant de caractériser les effets secondaires des benzodiazépines comme 

la détermination de l’effet myorelaxant, de la prolongation du sommeil induit par les barbituriques ou 

l’alcool, un test de mémoire ou encore la mesure de l’électroencéphalogramme du rat. Tous ces 

paramètres sont perturbés par l’action des benzodiazépines anxiolytiques sur le récepteur GABAA. Le 

XBD-173 n’a activé aucun de ces marqueurs lors des tests précliniques in vivo, tout en montrant une 

efficacité sur des modèles d’anxiété chez le rongeur. 

5.10.1.  Etudes cliniques du XBD-173120 

Une étude de 2009, publiée dans Science,121 relate l’effet antipanique rapide du XBD-173 sans effets 

secondaires d’accoutumance et de dépendance chez l’homme et les rongeurs. Les chercheurs ont 

également établi les doses usuelles du XBD-173 pour une utilisation chez l’homme : 90 mg pour dose 

maximale efficace avec aucun effet observé avec des doses inferieures à 30 mg. C’est la première 

étude qui montre l’efficacité de l’utilisation de ligands du TSPO dans le traitement de l’anxiété chez 

l’homme par action sur le GABA sans les effets secondaires typiques des anxiolytiques comme les 

benzodiazépines. 

Avant ces résultats, une étude de phase 2 menée par Novartis en 2005-2006 sur 400 personnes n’avait 

pas montré l’efficacité du traitement par le XBD-173 versus placebo sur différents marqueurs de 

l’anxiété.  

Le groupe d’Owen122 étudie les différences de sensibilités aux ligands du TSPO en utilisant des 

méthodes d’imagerie comme le PET avec des radioligands. Ils ont tout d’abord montré qu’il existait 

trois groupes de patients exprimant le TSPO : les HABs (High Affinity binders), les LABs (Low Affinity 

Binders) ou encore les MABs (Mixed Affinity binders) différant par le niveau d’expression de sites de 



Partie A – Introduction au TSPO 

 

-36- 
 

haute ou de faible affinité. Après séquençage des patients appartenant aux différents groupes de 

« binders », cette différence a été attribuée au polymorphisme A147T du gène codant pour le 

TSPO,123,124 ayant un effet plus ou moins prononcé, selon le ligand, sur l’affinité de ce dernier. Pour le 

XBD-173, ils ont montré que l’occupation des sites de liaison pouvait être divisée par 10 à 15 selon le 

groupe de « binder » auquel appartient le patient traité.  

Sachant que le XBD173 voit son affinité divisée par 15 chez les polymorphe A147T du TSPO, que 50% 

de la population caucasienne exprime au moins une copie de l’allèle mutant et que la majorité des 

patients de l’étude étaient caucasiens, il est possible qu’un biais important au niveau des doses ait été 

omis lors de la réalisation de l’étude clinique et que 50% des patients traités aient reçu une dose sous-

thérapeutique, remettant ainsi en cause les résultats de cette étude.  

Afin de mieux évaluer l’effet clinique du XBD-173, il serait nécessaire de réaliser une étude clinique 

avec des doses appropriées au génotype ou encore d’utiliser des classements de médecine stratifiée 

en ne recrutant que des patients pouvant répondre au traitement. 

6.  Utilisation des ligands TSPO en thérapeutique 

Tous les ligands décrits dans le chapitre précèdent ont été développés dans trois buts : 

- Améliorer la compréhension des mécanismes du TSPO 

- Les utiliser en imagerie médicale comme marqueurs de l’inflammation 

- Découvrir de nouveaux moyens pour traiter les maladies affectant le SNC 

Nous avons auparavant décrit les mécanismes connus du TSPO, son niveau d’expression selon 

quelques états pathologiques et l’utilisation possible de ligands marqués du TSPO comme outils 

diagnostiques. En considérant l’effet bénéfique des ligands du TSPO sur la viabilité neuronale, les 

processus de régénération et de la réponse neuroinflammatoire, on peut imaginer de nombreuses 

utilisations thérapeutiques des ligands du TSPO pour des indications au niveau des systèmes nerveux 

central et périphérique. La suite de cette introduction va donc présenter l’utilisation des ligands TSPO 

dans une approche thérapeutique. 

6.1.  Neuroinflammation53 

Après une lésion du système nerveux périphérique, les macrophages activés dérivés des populations 

locales ou recrutés dans la circulation ont un rôle dans la dégénération antérograde des fibres 

nerveuses appelée la « dégénérescence wallérienne ». Ce processus conduit à une digestion des 

axones et des gaines de myéline par ces macrophages activés suivi par une repousse de l’axone 

endommagé.125 Pourtant, une inflammation importante et prolongée peut causer de gros dommages 

aux neurones et aux fibres nerveuses, cela semble donc important de pouvoir moduler cette réponse 

inflammatoire par le biais du TSPO dont l’expression est reliée à cette réponse. L’administration 

d’Etifoxine, de Ro5-4864 ou de PK-11195 module l’activation des macrophages et limite la production 

de cytokines pro-inflammatoires après une lésion du système nerveux périphérique.117,126,127  
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Au niveau du SNC, l’activation de la microglie est directement liée à l’expression du TSPO. 128 Celle-ci à 

une action de défense contre les dommages et contribue au support neuronal, la régénération et la 

formation de la gaine de myéline.129 L’activation chronique de la microglie a pourtant des effets 

délétères pour les neurones et constitue un facteur important dans les processus de 

neurodégénération. Cette activation est limitée lors de l’administration de Ro5-4864 ou de PK-11195 

ainsi que la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires au niveau central dans les modèles de 

dommages cérébraux excitotoxiques.130,131 

6.2.  Lésions du système nerveux périphérique 

L’effet neuroprotecteur des ligands du TSPO a été observé dans des modèles expérimentaux de 

douleurs neuropathiques, les neuropathies induites par les chimiothérapies et le diabète.111,118,132,133  

Douleurs neuropathiques  

L’équipe de Zhou et Liu134 a étudié l’effet des ligands FGIN-1-27 et Ro5-4864 sur la guérison d’un 

modèle in vivo de douleurs neuropathiques par la ligature du nerf spinal chez le rat. Ils ont observé 

une augmentation de l’expression du TSPO en corrélation avec l’intensité de l’allodynie provoquée par 

cette ligature, cette surexpression diminuant en même temps que la rémission de la lésion nerveuse 

jusqu’à retrouver un niveau normal au moment de la récupération d’une sensibilité normale. Ils ont 

localisé cette surexpression au niveau des cellules gliales spinales mais pas au niveau des neurones. 

Après administration (7ème jour) de Ro5-4864 ou de FGIN-1-27 après la ligature (Jour 0), ils ont observé 

le rétablissement d’une sensibilité normale dès le 8ème ou le 9ème jour tandis que sans traitement, 

l’allodynie ne disparait qu’au cinquantième jour. Ces résultats appuient l’hypothèse donnant un rôle 

au TSPO dans la régénération neuronale. 

La vincristine est un agent antitumoral qui est connu pour induire des douleurs neuropathiques, son 

administration chez l’animal conduit à un modèle in vivo de douleurs neuropathiques généralisé. 

L’équipe de Poisbeau a montré en 2009118 que l’administration d’etifoxine avait un effet curatif et 

préventif sur ce modèle grâce à la stimulation de la sécrétion de stéroïdes neuroactifs réduits en 

position 3α. Cet effet étant attribué à l’activation du TSPO dans la synthèse de neurostéroïdes.  

La protection des fonctions mitochondriales en activant le TSPO semble être une bonne stratégie 

thérapeutique pour limiter ou prévenir les différents états de douleurs neuropathiques. 

Neuropathie périphérique diabétique 

Les neuropathies périphériques sont les plus importantes complications du diabète sucré qui touchent 

presque la moitié des patients diabétiques dans le monde. Au niveau central, l’hyperglycémie 

augmente la production de radicaux libres qui vont endommager les axones et les gaines de myéline. 

Au niveau clinique, on observe une diminution de la vitesse de transmission nerveuse, une diminution 

de la sensibilité thermique et une altération de l’activité de l’enzyme Na+, K+-ATPase qui maintient la 

différence de potentiel sur tout le neurone. Le seul moyen de traiter ces affections est de limiter 

l’hyperglycémie du patient en contrôlant régulièrement le taux de glucose sanguin tout en respectant 

un régime alimentaire strict. Chez le rat, il existe un modèle diabétique qui présente une diminution 
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de la concentration de neurostéroïdes au niveau du nerf sciatique et l’administration de 

neurostéroïdes comme la progestérone ou la testostérone a montré un effet neuroprotecteur.135 En 

traitant ces rats avec du Ro5-4864, l’équipe de Melcangi a découvert que l’activation du TSPO 

stimulait la production de neurostéroïdes (prégnénolone, progestérone, testostérone et DHT) au 

niveau du nerf sciatique, rétablissant ainsi la dégradation neuronale, résorbant la désensibilisation 

thermique, restaurant la densité d’innervation dans la peau, l’expression protéique et l’activité de la 

Na+, K+-ATPase.  

La protection des fonctions mitochondriales grâce aux ligands du TSPO semble être une bonne 

stratégie thérapeutique pour limiter ou prévenir les différents états de douleurs neuropathiques 

6.3.  Lésions cérébrales 

La plupart des études sur le potentiel thérapeutique des ligands du TSPO se sont concentrées sur leurs 

propriétés neuroprotectrices et anti-inflammatoires sur des modèles expérimentaux de lésions 

cérébrales excitotoxiques et traumatiques. Chez le rat, le modèle de lésions cérébrales excitotoxiques 

est induit par une injection intracérébrale ou intracérébroventriculaire d’acide kaïnique qui provoque 

une perte importante de neurones et une astrogliose au niveau de l’hippocampe. L’administration 

prophylactique de Ro5-4864 avant l’injection d’acide kaïnique limite la gliose réactive et la mort des 

neurones de l’hippocampe.131 Dans un modèle de contusion du cortex cérébral, le prétraitement avec 

du Ro5-4864 augmente le nombre de réseaux neuronaux conservés ainsi que le nombre de neurones 

survivants tandis que le traitement avec du PK-11195 n’a aucun effet.136 L’effet du Ro5-4864 sur 

l’amélioration de la survie est corrélé à la diminution de l’œdème cérébral exprimé par une diminution 

significative de la quantité d’eau accumulée et de la pression intracrânienne à 24h après la blessure. 

Les animaux traités avec le Ro5-4864 se montraient en bien meilleur forme que ceux traités par le 

véhicule.137,138 

 Les ligands du TSPO pourraient être une bonne stratégie thérapeutique dans la prévention des 

conséquences pathophysiologiques et la perte neuronale après un traumatisme crânien ou un choc 

ischémique, même au niveau d’autres organes à risque comme le cœur ou les reins.139–142 

6.4.  Maladies neurodégénératives 

Sclérose en plaques 

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie neurologique auto-immune qui provoque une 

démyélinisation des fibres nerveuses du cerveau, de la moelle épinière et du nerf optique. L’équipe de 

Deng a publié en 2013 une étude143 montrant l’action de l’etifoxine sur un modèle de SEP : des souris 

atteintes d’encéphalomyélite allergique expérimentale (EAE).144 Ils ont observé une surexpression du 

TSPO chez les souris EAE et plus spécifiquement au niveau des astrocytes activés et de la microglie 

activée. L’efficacité du traitement a été évaluée en calculant un score représentatif des effets cliniques 

de la maladie pour chaque groupe d’animal : l’administration d’etifoxine réduit l’extension de la 

maladie et favorise la rémission. Des études précédentes145–148 avaient montré que la sécrétion des 

neurostéroïdes était altérée chez les patients atteints de SEP ou dans les modèles EAE dû à la 
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diminution de l’expression de l’enzyme 3αHSDIII qui catalyse la dernière étape de la biosynthèse de 

l’alloprégnanolone. Ces mêmes études avaient aussi observé l’effet positif de l’administration de 

progestérone et d’alloprégnanolone chez le modèle EAE mais l’administration de stéroïdes à long 

terme peut être préjudiciable pour le sujet, il est donc préférable d’activer la biosynthèse de ces 

neurostéroïdes grâce à l’activation du TSPO par une petite molécule hétérocyclique comme l’etifoxine. 

Cette étude a aussi montré qu’en modulant l’activité du TSPO, il y avait moins de cellules immunitaires 

périphériques qui s’infiltrait dans la  moelle épinière tout en augmentant la régénération des 

oligodendrocytes formant la myéline, ayant ainsi un double effet sur la rémission du modèle EAE. Il 

n’existe actuellement pas de traitement pour traiter la SEP et les autres maladies neurologiques auto-

immunes, ces études indiquent que le TSPO pourrait être une cible de choix dans le traitement de ces 

affections neuroinflammatoires.  

Maladie D’Alzheimer 

Un consortium de chercheurs de plusieurs nationalités a étudié l’effet du Ro5-4864 sur le 

développement de la maladie d’Alzheimer chez les souris triples transgéniques 3xTgAD.149 Ils ont 

étudié les effets sur la neurostéroïdogénèse et la neuropathologie liée à la maladie d’Alzheimer 

incluant l’accumulation d’Aβ, la gliose et la dégradation comportementale chez des souris âgées de 7 

ou 24 mois pour comparer l’intervention thérapeutique à différents stades du développement de la 

maladie. Ils ont observé que l’administration de Ro5-4864 atténuait l’accumulation d’Aβ au niveau de 

l’hippocampe, diminuait la gliose, modifiait la sécrétion de testostérone et de progestérone dans le 

cerveau et améliorait les mesures cognitives des souris 3xTgAD. Les effets anxiolytiques du Ro5-4864 

sont aussi responsables de ces résultats car l’anxiété est partie prenante de la dégradation cognitive 

des patients atteints d’Alzheimer ou les souris 3xTgAD. Le ciblage simultané de ces deux composantes 

(neurodégénération et anxiété) améliore ainsi les résultats cognitifs chez les souris 3xTgAD. 

Il s’agit de la première étude montrant l’effet bénéfique de ligands du TSPO sur la maladie d’Alzheimer 

en agissant sur plusieurs cibles cliniques comme la fonction mémorielle et les comportements anxieux. 

Les ligands du TSPO semblent ainsi offrir une alternative aux stratégies thérapeutiques focalisées sur 

la réduction de l’accumulation d’Aβ car ils ciblent simultanément plusieurs facettes de la cascade 

neurodégénérative comme la neuroinflammation, le stress oxydant, le dysfonctionnement 

mitochondrial et la perte neuronale.  

6.5.  Tumeurs cérébrales 

La mitochondrie est le médiateur clé de la voie intrinsèque de l’apoptose et le TSPO semble avoir un 

rôle important, en interaction avec le MPTP, dans ces cascades de signalisation par les caspases. Le 

Knock-down du TSPO réduit la mortalité cancéreuse et provoque une diminution de l’apoptose 

d’environ 60%.41 Cet effet serait dû au rôle spécifique du TSPO dans la génération de ROS qui peuvent 

activer les voie apoptotiques mitochondriales par relargage du cytochrome c et ainsi provoquer la 

perméabilité membranaire par le biais du VDAC, composant majeur du MPTP.  
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Le PK-11195, le Ro5-4864 et le FGIN-1-27 augmentent la survenue de l’apoptose dans plusieurs lignées 

cellulaires cancéreuses comme le neuroblastome ou le glioblastome. Lors d’une co-administration, ils 

peuvent, a des concentration micromolaires, potentialiser les effets des chimiothérapies.150 L’effet de 

ces ligands n’est peut-être pas directement lié au TSPO car leur effet pro-apoptotique peut également 

être observé après un knock-down du TSPO ou encore chez les cellules qui n’expriment pas le 

TSPO.151,152 Cet effet serait donc attribué à la cytotoxicité intrinsèque des ligands du TSPO à forte 

concentration. Plus récemment, l’équipe de Da Settimo a développé un composé agissant sur 

plusieurs voies de signalisation en réactivant la protéine p53 et en activant le TSPO.153 Leur composé 

hit a ainsi montré une forte activité pro-apoptotique en activant ces deux voies sur des cellules de 

glioblastome.  

Avant d’envisager l’utilisation de ligands du TSPO comme adjuvants ou comme traitement 

anticancéreux, il reste à étudier les mécanismes impliqués dans cet effet pro-apoptotique ainsi que la 

cytotoxicité des ligands du TSPO à forte concentration. Néanmoins, par ses fonctions sur la génération 

des ROS et son implication mitochondriale, le TSPO pourrait être une cible intéressante.  

6.6.  Troubles Psychiatriques 

Les neurostéroïdes issus de la transformation du cholestérol en prégnénolone sont des modulateurs 

allostériques du GABAA. La stimulation du TSPO permet ainsi d’augmenter la concentration des 

neurostéroïdes au niveau central et de moduler la transmission synaptique. Plusieurs ligands du TSPO 

comme l’Etifoxine, le XBD-173, la série des imidazopyridines et des phenoxyphenyl acétamides ont 

montrés des propriétés anxiolytiques et anti-paniques dans des modèles d’expérimentation animale. 

L’avantage principal de l’utilisation des ligands du TSPO dans ces indications est l’effet anxiolytique 

rapide, proche de celui des benzodiazépines sans leurs effets délétères de tolérance et de 

retrait/dépendance. Ces propriétés ont été démontrées pour le XBD-173 chez l’homme et 

l’animal.121,154 D’une manière plus générale, les effets de l’alloprégnanolone sur l’anxiété et la 

dépression sont relativement bien décrits, on peut donc imaginer un bon effet des ligands du TSPO 

dans ce type de maladie. Il est tout de même important d’effectuer des études cliniques plus longues 

pour étudier si la toxicité hépatique de l’Alpidem ou de l’Etifoxine est liée à leurs structures chimiques 

ou leur action sur le TSPO.53 

7.  Le « paradoxe » fonctionnel du TSPO : un enjeu pour le 

développement thérapeutique 

Dans les paragraphes précédents, nous avons décrit les ligands qui ont été développés pour cibler le 

TSPO. De manière assez surprenante, les notions d’agonisme et d’antagonisme n’ont pas été 

évoquées dans les journaux. Si la détermination de l’affinité est bien maitrisée via des tests de 

déplacement de ligands radioactifs comme le [3H]PK-11195 ou encore le [3H]Ro5-4864, le caractère 

fonctionnel d’un ligand vis-à-vis du TSPO reste un sujet à débat. Par exemple, dans le cas du PK-11195, 

Rupprecht le décrit comme un agoniste ou un antagoniste selon le type cellulaire, l’environnement 
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tissulaire ou encore la présence de ligands endogènes.53 Il y a tout de même un consensus général sur 

la capacité des ligands à induire la production de prégnénolone. Néanmoins, un problème subsiste : il 

n’y a pas de corrélation entre l’affinité et l’activité fonctionnelle de production de prégnénolone. Ce 

paradoxe a été décrit par Scarf et Kassiou en 2012 dans la revue Current Molecular Medicine.155 Ils 

concluent qu’il est nécessaire de mieux comprendre les sites de fixation sur le TSPO afin de pouvoir 

établir un pharmacophore représentatif de l’activité fonctionnelle et ainsi prédire, selon le châssis 

moléculaire ou ses décorations, un effet physiologique attendu.  

8.  Conclusion 

Au fil de cette introduction, nous avons tenté de retranscrire la complexité des mécanismes dans 

lesquels le TSPO est impliqué. Nous avons pu voir l’état actuel des connaissances sur sa structure, son 

mécanisme d’action, ses implications physiologiques ou pathologiques ainsi que ses ligands 

endogènes ou synthétiques. Nous avons ainsi pu mettre en lumière les contradictions de certaines de 

ses propriétés, les différentes remises en cause de son rôle physiologique et de son intervention 

potentielle dans des mécanismes complexes de sauvegarde de l’activité neuronale. Nous avons aussi 

pu voir les difficultés liées au développement de ligands pour le TSPO bien que l’on puisse facilement 

imaginer un fort intérêt thérapeutique. De nombreuses entreprises pharmaceutiques se sont ainsi 

lancées dans cette course, avec des approches psychiatriques ou neurodégénératives, imaginant de 

nouvelles approches thérapeutiques ou diagnostiques. Mais, après presque 38 années de recherches 

sur le TSPO, la communauté scientifique essaie toujours de résoudre les mystères liés à cette protéine 

et son expression sur la protection de notre cerveau.  
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Cette thèse financée par le ministère de l’enseignement supérieur et de la recherche s’inscrit dans le 

consortium « NeuroRhine », financé par l’Europe et les 3 régions du Rhin supérieur. Ce consortium 

implique des équipes de chimistes, de biologistes et de pharmacologues issus des universités de 

Strasbourg, Basel et Freiburg pour l’étude approfondie des mécanismes de neuroprotection de 

neurogenèse dans les maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer. 

Dans le cadre de ce projet, notre attention s’est portée sur le développement de ligands ciblant la 

protéine TSPO. La protéine Translocatrice 18kDa (TSPO) est une protéine mitochondriale dont la 

fonction est de transporter le cholestérol du cytosol vers la matrice mitochondriale. Ce cholestérol est 

ensuite métabolisé en prégnénolone, précurseur principal de la biosynthèse des neurostéroïdes dont 

l’alloprégnanolone. Cette dernière a montré des effets neuroprotecteurs dans différents modèles de 

maladies neurodégénératives et de douleurs neuropathiques. L’administration in vivo 

d’alloprégnanolone étant peu efficace, l’activation du TSPO au moyen de ligands sélectifs permet 

d’induire la sécrétion des neurostéroïdes comme l’alloprégnanolone de manière endogène.  Les 

mécanismes impliquant le TSPO sont encore peu décrits, ainsi que les autres rôles potentiels de cette 

protéine, tant au niveau physiologique que pathophysiologique.  

Il existe dans la littérature de nombreux ligands du TSPO qui ont été développés selon des critères 

d’affinité, en négligeant leurs aspects fonctionnels. Toutefois, des travaux récents ont montré une 

absence de corrélations entre l’affinité et la fonction des ligands ciblant la protéine TSPO. Malgré de 

fortes affinités, beaucoup de ces ligands ont un effet fonctionnel faible ou non décrit. 

Pour ce travail de thèse, nous avons intentionnellement abordé l’évaluation des ligands du TSPO via 

leurs effets fonctionnels, plutôt que par leur affinité. Nous avons travaillé sur plusieurs familles 

chimiques identifiées au laboratoire, comprenant des dérivés hétérocycliques de type imidazo[1,2-

c]quinazolinone et des dérivés peptidiques autour de la phénylalanine (Figure 23). Dans le cadre de 

cette étude structure-fonction, nous avons comparé nos composés avec plusieurs ligands de référence 

(XBD173, SSR-180,575, Ro5-4864) que nous avons resynthétisés pour l’occasion. 

 

Figure 23 : Familles étudiées pour leur effet fonctionnel 

La plupart des ligands du TSPO synthétisés au laboratoire ou décrits dans la littérature présentent un 

problème récurrent de solubilité dans l’eau. Dans ce contexte, nous avons entrepris de réaliser une 

analyse structurale qualitative et quantitative induisant cette insolubilité et nous avons tenté de 

proposer un nouveau châssis permettant d’améliorer cette propriété via une diminution de la planéité 

du châssis moléculaire accompagnée d’une réduction du caractère aromatique (Figure 24). 
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Figure 24 : Passage à des composés plus solubles 

Pour accéder à ce nouveau châssis, nous avons réalisé une étude méthodologique autour d’une 

réaction de cyclisation de la 2-bromophénylalanine par une amination pallado-catalysée de type 

Buchwald-Hartwig (Figure 25), et nous avons plus particulièrement étudié la sélectivité de la 

cyclisation, induite par l’utilisation de ligands spécifiques. 

 

Figure 25 : Cyclisation envisagée 

Suivant notre approche fonctionnelle, les ligands synthétisés lors de cette thèse ont été évalués pour 

leur capacité à induire la production de prégnénolone in vitro. Afin de mieux comprendre le(s) rôle(s) 

du TSPO au niveau cellulaire, les ligands synthétisés ont été évalués sur l’activité mitochondriale 

(respiration, production d’ATP, production d’espèces réactives de l’oxygène) sur des neuroblastomes 

sains ou exprimant l’APP dans un modèle de la maladie d’Alzheimer. 

A ce jour, le TSPO est essentiellement décrit pour son activité neuroprotectrice via la 

neurostéroïdogénèse. Néanmoins, de récents travaux laissent penser que le TSPO pourrait avoir une 

action protectrice plus large, concernant notamment des cellules indépendantes du système nerveux 

central. Dans ce contexte, le TSPO semble impliqué dans la protection des globules rouges face à 

l’infection du Plasmodium falciparum (parasite responsable du paludisme). Ce système est 

particulièrement intéressant si l’on considère que les globules rouges ne possèdent pas de 

mitochondries. Ce concept est encore peu décrit expérimentalement, et nos ligands synthétisés ont 

ainsi pu servir d’outils biologiques pour une meilleure compréhension des mécanismes induisant cette 

protection anti-parasitaire.  
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En parallèle à ce projet de recherche en chimie médicinale, nous avons également synthétisé des 

dérivés du Ro5-4864, ligand du TSPO, pour évaluer leur activité inhibitrice de la Phosphodiéstérase 5 

pour le traitement des douleurs neuropathiques. 

Enfin, notre laboratoire a une bonne expertise dans la synthèse de ligands fluorescents servant à la 

mise au point de tests de binding par compétition (collaboration avec l’entreprise CisBio Assays). Il 

n’existe actuellement aucun ligand fluorescent permettant de cibler la sous-unité unité α1 du 

récepteur central aux benzodiazépines (CBR) et nous avons essayé de réaliser des sondes 

fluorescentes pour le récepteur central aux benzodiazépines  basées sur un châssis imidazopyridine. 
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1.  Objectifs 

Plusieurs familles de ligands du TSPO ont été développées au laboratoire dans les années 90 mais 

jamais publiés. A l’époque, seule l’affinité de ces composés pour le TSPO avait été évaluée, leur 

activité fonctionnelle n’avait pas du tout été considérée. Dès le début de ma thèse, j’ai été impliqué 

dans le projet « Neurogénèse et neuroprotection pour la prévention des troubles neurologiques et la 

restauration des fonctions neurophysiologiques », financé par le programme européen Interreg – 

Offensive Science (2013 – 2015). Ce projet a permis la mise en place du consortium « NeuroRhine », 

impliquant des chimistes, des biologistes et des pharmacologues. L’un des objectifs du programme 

était dans un premier temps d’évaluer les effets fonctionnels des ligands TSPO sur des tests in vitro 

montrant un potentiel effet dans la neuroprotection et la neurogenèse. L’approche consistait à tester 

les ligands de référence du TSPO, mais aussi ceux développés dans le passé par le Dr. Mustapha 

Abarghaz au sein du laboratoire. Sur la base de ces résultats, le projet consistait à proposer de 

nouvelles familles de ligands TSPO présentant de meilleures propriétés physicochimiques, notamment 

en termes de solubilité. 

Dans la première partie de ce projet, j’ai reconstitué une librairie de ligands du TSPO, en incluant tous 

les produits synthétisés à l’époque par le Dr. Mustapha Abarghaz. La pureté des produits a été 

évaluée, et les caractérisations analytiques (1H et 13C RMN) ont été complétées. J’ai également 

compilé dans une base de données l’ensemble des résultats biologiques associés à ces produits. Par 

ailleurs, j’ai synthétisé les 3 ligands de référence (Ro5-4864, XBD-173 et SSR 180,575) afin qu’ils 

servent de références dans l’ensemble des tests biologiques. Pour finir, je me suis investi dans la 

réalisation des tests biologiques in vitro, et notamment  dans l’évaluation de la production de 

prégnénolone induite par les ligands du TSPO. 

Dans un 2ème temps, j’ai développé de nouvelles familles chimiques peptidiques et non-peptidiques 

comme nouveaux ligands du TSPO, et j’ai participé à leur évaluation fonctionnelle. 

2.  Les imidazo[1,2-c]quinazolinones développées par le Dr. 

Mustapha Abarghaz 

Au cours de sa thèse au laboratoire, le Dr. Mustapha Abarghaz a développé cette famille montrant 

une affinité nanomolaire pour le TSPO. Tous les composés synthétisés ont été testés par la CEREP pour 

leur affinité sur le TSPO et leur sélectivité vis-à-vis du récepteur central aux benzodiazépines (CBR). 

Nous avons repris ce travail en réalisant l’évaluation des composés pour leur capacité à induire une 

augmentation de la production de prégnénolone 

2.1.  Concept 

Les travaux de Mustapha se basent sur les travaux de Francis et al.156,157 décrivant de nouveaux ligands 

du CBR basés sur des [1,2,4]triazolo[1,5-c]quinazolin-5(6H)-one 27. Après l’observation des différents 

ligands de référence du TSPO, l’équipe du Dr. Bourguignon a eu l’idée d’insérer une chaîne N,N-
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diéthylacétamide sur l’azote libre de l’urée du cycle quinazolinone. Il s’agit là d’un motif « signature » 

de la plupart des ligands du TSPO (Figure 26). 

 

Figure 26 : Ligands de référence présentant la « signature » acétamide 

Il est décrit dans la littérature que la présence de l’azote 2 de la [1,2,4]triazolo[1,5-c]quinazolin-5(6H)-

one 28 permet une superposition avec les structure du type 1,4-benzodiazépi-2-ones, ligands du 

récepteur GABAA.158 En se basant sur cette observation des modélisateurs de l’époque, le composé 

imidazo[1,2-c]quinazolinone a également été synthétisé. 

 

IC50 (nM) 

Entrée Composé Nom CBR TSPO 
1 27 CGS-13767 15 9800 
2 28 NCS-1056 1700 60 

3 25a NCS-1008 >10000 80 

Tableau 3 : Effet de l'insertion d'une chaîne N,N-diéthylacétamide - Concept développé par le Dr. Abarghaz à partir des 

travaux de Francis
156,157

 

Les affinités des ligands 27, 28 et 25a pour le TSPO et le CBR ont été déterminées par la CEREP et sont 

présentés dans le tableau 3. L’insertion de la chaîne N,N-diéthylacétamide a permis, en comparaison 

avec le composé 27 non alkylé, d’inverser la sélectivité pour le TSPO vis-à-vis du CBR, passant d’une 

IC50 de 15 nM à 1700 nM pour le CBR et de 9.8 µM à 60 nM pour le TSPO. Cette sélectivité est encore 

améliorée par le remplacement du cycle triazole par le cycle imidazole. Ce carbaisostère 25a présente 

ainsi une IC50 de 80 nM pour le TSPO et ne montre aucune affinité pour le CBR aux doses testées (> 10 

µM). 

2.2.  Synthèse des imidazo[1,2-c]quinazolin-5-ones 

L’action du  cyanate de potassium en milieu acide sur le 2-aminobenzonitrile 29 fournit l’orthocyano-

(aminocarbonyl)aminobenzène 30. Ce dernier est cyclisé en milieu méthanolate pour donner la 4-
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aminoquinazolin-2-one 31. Le squelette imidazo[1,2-c]quinazolin-5-ones est ensuite obtenu par une 

réaction de cyclocondensation entre une α-bromocétone et la 4-aminoquinazolin-2-one 31. Cette 

méthode permet d’introduire des groupements variés en R1 et R2 sur l’imidazole selon les substituants 

présents sur le réactif halogéné. La fonctionnalisation du squelette intervient par l’alkylation de l’azote 

libre de la partie quinazolinone 32 en présence d‘hydrure de sodium et de chloroacétate d’éthyle. 

L’ester 33 est ensuite hydrolysé puis l’amine secondaire désirée est couplée en présence de DCI.  

 

 

(a) KOCN, AcOH, ta, 24h; (b) MeONa, MeOH, reflux, 2h; (c) R1-CO-CHR2Br, DMF, 110°C, 3h; (d) ClCH2CO2Et, NaH, DMF, ta, 
15h; (e) HCl, AcOH, 100°C, 12h; (f) CDI, HNR3R4, DMF, 40-80°C, 4h. 

Figure 27: Synthèse des imidazo[1,2-c]quinazolinones 25a-n 

 

2.3.  Etude RSA autours des imidazo[1,2-c]quinazolinones  

La bonne affinité et la sélectivité de l’imidazo[1,2-c]quinazolinone 25a pour le TSPO a poussé le Dr.  

Abarghaz à synthétiser une librairie de dérivés d’imidazo[1,2-c]quinazolin-2-ones diversement 

substitués 25b-n, et dont les affinités vis-à-vis du TSPO et du CBR ont été évaluées par la CEREP sur un 

test de compétition sur des microsomes de cœur de rat en présence de ligands radiomarqués (Tableau 

4). 

Comme expliqué Partie A -2.2. , les poches de fixation du Ro5-4864 et du PK-11195 ne sont pas 

exactement les mêmes mais se superposent légèrement. L’habilité des imidazo[1,2-c]quinazolinones à 

déplacer les deux ligands marqués a été mesurée et on observe différentes sélectivités pour le 

déplacement du Ro5-4864 ou le PK-11195. 
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IC50 (nM) 

# Composé Nom R1 R2 R3 R4 [3H]PK-11195 [3H]Ro5-4864 [3H]Flumazenil 

1 25a NCS1008 Ph- H Et Et 400 80 >10 000 

2 25b NCS1026 Ph- H Pr Pr 11 12 >10 000 
3 25c NCS1014 4-MeO-Ph- H Et Et 140 120 >10 000 

4 25d NCS1020 3,4-(MeO)
2
-Ph- H Et Et 150 500 >10 000 

5 25e NCS1028 2-Cl-Ph- H Et Et 280 34 >10 000 

6 25f NCS1016 3-Cl-Ph- H Et Et 58 50 >10 000 

7 25g NCS1012 4-Cl-Ph- H Et Et 1500 >10 000 >10 000 
8 25h NCS1018 2-furanyl- H Et Et 260 580 >10 000 

9 25i NCS1019 3-thiophenyl- H Et Et 200 130 >10 000 
10 25j NCS1033 tBu- H Et Et 130 70 >10 000 

11 25k NCS1042 tBu- H Pr Pr 39 18 >10 000 

12 25l NCS1031 -CO-Ph H Et Et 220 200 >10 000 
13 25m NCS1017 Ph Me Et Et 29 9 >10 000 

14 25n NCS1039 Ph H Me Ph 2 1 >10 000 

Tableau 4 : Etude de binding autour des dérivés Imidazo[1,2-c]quinazolinones 

Tous ces composés sont sélectifs pour le TSPO vis-à-vis du CBR. Les dérivés présentant des 

groupements lipophiles comme un tert-butyle (25j, entrée 10) ou un phényle (25a, entrée 1) en R1 

présentent de meilleures affinités que les composés disposant de groupements accepteurs de liaisons 

hydrogènes (furanyle 25h, thiophène 25i, et benzoyle 25l, entrées 8, 9 et 12) dans cette position.  

Les entrées 5, 6 et 7 du tableau 4 montrent que l’ajout d’un groupement hydrophobe comme un 

chlore en position para du phényle en R1 n’est pas toléré (25g), tandis que les positions ortho (25e) et 

meta (25f) améliorent légèrement l’affinité. L’insertion de groupements méthoxys accepteurs de 

liaison H (25c, 25d, entrées 3 et 4) entraine une perte d’affinité dans le déplacement du [3H]Ro5-4864, 

mais dans le même temps un petit gain d’affinité avec [3H]PK-11195. 

Pour les dérivés présentant un phényle en R1 (25a, 25b, entrées 1 et 2), le passage du diéthylamide au 

dipropylamide provoque un gain d’affinité d’un facteur 40 dans le déplacement du [ 3H]PK-11195 et de 

8 dans le déplacement du [3H]Ro5-4864. Cette homologation engendre seulement un gain d’un 

facteur 3 et 4 dans le cas des composés présentant un tert-butyle en R1 (25j, 25k, entrées 10 et 11). 

Néanmoins, il est remarquable de noter qu’un simple passage d’éthyle à propyle permet de générer 

des composés présentant des affinités entre 10 et 40 nM avec les 2 sondes radioactives. L’amide 

dissymétrique N-méthyle-N-phényle apporte un gain conséquent d’affinité pour les deux poches de 

fixation (25n, entrée 14).  

Le remplacement de l’hydrogène par un méthyle en R3 (25m, entrée 13) entraine également un gain 

significatif d’affinité de facteurs 13 ([3H]PK-11195) et 9 ([3H]Ro5-4864) par rapport au dérivé 25a. 
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Nous avons expliqué dans la Partie A -7.  qu’il n’existe pas, dans le cas du TSPO, de lien de corrélation 

entre l’affinité d’un ligand pour sa cible et l’effet fonctionnel lié à ce ligand donné. Nous avons donc 

décidé, grâce à la possibilité offerte par le partenariat du consortium Neurorhine, de réévaluer ces 

composés sur des tests fonctionnels. 

2.4.  Etudes fonctionnelles des imidazo[1,2-c]quinazolin-2-ones 

L’objectif de ce travail de thèse est de développer des ligands du TSPO montrant des effets dans la 

neuroprotection. En favorisant le transport du cholestérol à l’intérieur de la mitochondrie pour être 

transformé en prégnénolone, les ligands TSPO stimulent ainsi la neurostéroïdogénèse, et notamment 

la production d’alloprégnanolone, molécule connue pour ses effets neuroprotecteurs mais difficile à 

administrer sous forme de médicament (Figure 28). Notre stratégie est donc basée sur une approche 

indirecte visant à augmenter la production d’alloprégnanolone endogène. L’alloprégnanolone résulte 

d’une longue cascade enzymatique au départ du cholestérol (Figure 10), et sa quantification implique 

trop de variables. Nous avons donc choisi d’étudier la production de prégnénolone, qui est le premier 

stéroïde synthétisé à partir du cholestérol après son transport médié par le TSPO à l’intérieur de la 

mitochondrie.   

Par ailleurs, nous essaierons de voir si les ligands de TSPO peuvent également agir à d’autres niveaux 

que la stéroïdogenèse, et nous focaliserons notre étude sur leurs effets potentiels dans le 

fonctionnement de la mitochondrie, notamment au niveau de la respiration mitochondriale au travers 

de la production d’ATP.  

 

 

Figure 28 : Action du TSPO sur la biosynthèse de l’alloprégnanolone 

 

Nous avons mis en place plusieurs tests pour évaluer l’effet fonctionnel des ligands du TSPO que nous 

avons développé :  
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- Un test visant à quantifier la production de prégnénolone dans 3 lignées cellulaires 

différentes, afin de mesurer un effet direct de nos ligands sur le transport du cholestérol par le 

TSPO 

- Un test visant à quantifier la production d’ATP, afin d’évaluer l’effet des ligands TSPO sur la 

respiration mitochondriale de cellules de neuroblastome en conditions normales ou 

pathologiques. 

- Un test visant à quantifier la production d’espèces oxydantes (ROS), afin d’évaluer l’effet des 

ligands TSPO sur les mécanismes de réponse au stress oxydant chez les cellules de 

neuroblastome en conditions normales ou pathologiques. 

Nous avons souhaité comparer les résultats obtenus dans ces différents modèles avec ceux observés 

pour les ligands de la littérature, et en particulier ceux ayant été en Phase 2 d’études cliniques (XBD-

173, et SSR 180,575). Nous avons ainsi synthétisé les ligands de référence Ro5-4864, XBD-173 et SSR-

180,575. 

 

2.4.1.  Synthèse du Ro5-4864 

(a) BCl3, AlCl3, DCE, 84°C, 16h; (b) pyridine, 116°C, 15h; (c) NaH, MeI, DMF, 0°C à ta, 1h. 

Figure 29 : Synthèse du Ro5-4864 

La p-chloroaniline 34 est condensée avec le p-chlorobenzonitrile 35 en présence de trichlorure de bore 

et de trichlorure d’aluminium pour former la benzophénone 36. Celle-ci est alors condensée avec le 

glycinate d’éthyle dans la pyridine pour former le squelette 1,4-benzodiazépin-2-one desméthyl 37. 

L’alkylation de l’amide est ensuite réalisée avec le MeI en présence d’hydrure de sodium pour 

conduire au Ro5-4864 3. 

 

2.4.2.  Synthèse du XBD-173 

La condensation du benzimidamide 38 avec le 2-(éthoxyméthylène)malonate de diéthyle 39 en milieu 

éthanolate conduit à la pyrimidinone 40 qui peut réagir avec la glycine après activation par POCl3 pour 

former l’amidine 42. L’acide carboxylique est ensuite fonctionnalisé en amide disubstitué puis l’ester 

43 est hydrolysé pour donner le composé 44 qui peut cycliser en présence d’azoture de 

diphénylphosphoryle pour donner la purine 45. L’alkylation de l’azote de l’urée par l’iodure de 

méthyle conduit au XBD-173 qui peut être utilisé pour les tests in vitro. 
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(a) NaOEt, EtOH, 80°C, 6h; (b) POCl3, 90°C, 4h; (c) Glycine, TEA, EtOH, 80°C, 4h; (d) BOP, TEA, DMF, ta, 1h; (e) EtOH, NaOH, 
80°C, 3h; (f) dppa, TEA, DMF, 100°C, 2h; (g) MeI, NaH, ta, 1h. 

Figure 30 : Synthèse du XBD-173 

2.4.3.  Synthèse du SSR-180,575 

 

(a) K2CO3, MeI, DMF, ta, 2h; (b) Ethyl oxalyl monochloride, TiCl4, DCM, ta, 4h; (c) Phenylhydrazine, AcOH, 20 à 130°C, 4h; (d) 
NaBH4, MeOH, THF, 70°C, 5h; (e) MsCl, TEA, DCM, 0°C à ta, 12h; (f) NaCN, DMSO, 70°C, 14h; (g) HCl, MeOH, 0 à 75°C, 2h; (h) 

HNMe2, AlMe3, toluène, 0 à 130°C.  

Figure 31 : Synthèse du SSR-180,575 d'après le brevet de SANOFI
159

 

La synthèse a été adaptée à partir du brevet de SANOFI159 (WO9906406) et débute par la méthylation 

de l’atome d’azote du 6-chloroindole-2-carboxylate d’éthyle 46. Le composé 47 formé peut ensuite 

réagir avec le chlorure d’oxalyle en présence d’un acide de Lewis (TiCl4) pour donner le cétoester 48. 

La formation du squelette tricyclique 49 est ensuite obtenue par condensation avec la 

phénylhydrazine dans l’acide acétique à chaud. Une séquence réactionnelle d’élongation de chaîne 
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carbonée est ensuite effectuée en commençant par la réduction de l’ester 49 en alcool 50 à l’aide de 

borohydrure de sodium, puis mésylation de l’alcool formé, suivie par une substitution nucléophile par 

le cyanate de sodium pour conduire au dérivé acétonitrile 52. L’hydrolyse du groupement nitrile dans 

des conditions acides conduit à l’ester méthylique 53. L’ester est échangé par la diméthylamine en 

présence de triméthylaluminium pour conduire au SSR-180,575 désiré 20. La synthèse décrite par 

SANOFI a été adaptée à l’utilisation de plus petites quantités en laboratoire et nous avons remplacé la 

séquence d’allongement originale qui consistait à oxyder l’alcool 50 en aldéhyde avec du dioxyde de 

manganèse pour ensuite le substituer par un nitrile en utilisant le 1-[(isocyanométhyl)sulfonyl]-4-

méthylbenzène en présence de diméthyléthylate de potassium et de méthanol. La suite de la synthèse 

s’effectue ensuite de la même manière que décrite précédemment. 

Grâce à cette synthèse, nous avons pu utiliser le SSR-180,575 comme composé de référence dans tous 

les tests décrits ci-après. 

2.4.4.  Mesure de la production de prégnénolone 

Bien que le rôle du TSPO dans la biosynthèse des hormones stéroïdes soit toujours soumis à débat,62 

les ligands du TSPO ont montré un effet stimulant sur la biosynthèse des stéroïdes en facilitant le 

passage du cholestérol dans la mitochondrie pour y être transformé en prégnénolone, et cela dans 

différentes lignées celulaires.100,103,104,115,160–163 

L’équipe de Selleri et al. a développé un test in vitro permettant de quantifier la production de 

prégnénolone induite par des ligands de TSPO sur des cellules gliales C6-2B issues de gliomes de rat. 
100,115 A la vue de la fonction et de la localisation du TSPO, nous souhaitions au départ réaliser les tests 

directement sur des mitochondries isolées mais le nombre important de molécules à tester aurait 

nécessité une trop grande quantité de matériel biologique. Nous nous sommes donc orientés vers le 

test cellulaire décrit par Selleri et al. Ce test a été mis en place avec le Dr. Christian Klein au sein du 

laboratoire de « Biopathologie de la myéline, neuroprotection et stratégies thérapeutiques » (U1119, 

INSERM/Université de Strasbourg) dirigé par le Pr. Guy Mensah. 

Bien que testant des composés présentant des affinités largement submicromolaires, Selleri et al. ont 

testé tous leurs composés à une dose unique de 40 µM, soit à peu près 100 fois leur IC50. Dans un 

souci d’homogénéité et de comparaison avec les données de la littérature, nous avons utilisé la même 

concentration pour tester nos ligands. 

Les cellules gliales C6-2B sont issues de gliomes de rat et sont cultivées dans du milieu DMEM 

complémenté avec 10% de SVF, 2mM de L-glutamine, 100 unités/mL de pénicilline et 100 µg/mL de 

streptomycine. La culture est maintenue en condition d’atmosphère humide 5%/95% de CO2/O2. Les 

cellules sont déposées dans une plaque 96 puits avec environ 10 000 cellules par puit pour un volume 

final de 100 µL. Après 1 nuit pour arriver à confluence, les cellules sont lavées 3 fois avec un milieu 

salin (140 nM NaCl, 5 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 1 mM MgSO4, 10 mM glucose, 10 mM HEPES/NaOH et 

pH 7.4) complémenté par 0.1% de BSA.  
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Il est nécessaire d’utiliser des inhibiteurs des enzymes 17α-hydroxylase (CYP17) et 3β-hydroxysteroïde 

déshydrogénase (3β-HSD) afin de bloquer la métabolisation de la prégnénolone en 17α-

hydroxyprégnénolone et progestérone, respectivement (Figure 32). L’équipe de Selleri a utilisé du 

trilostane et du SU 10603, mais ce dernier n’est pas disponible commercialement. Par conséquent, le 

laboratoire de Guy Mensah à Strasbourg, spécialisé dans les stéroïdes, a proposé de le remplacer par 

du kétoconazole pour la réalisation des premiers tests de production de prégnénolone sur les cellules 

C6.  

 

 

Figure 32 : Métabolisme de la prégnénolone 

 

Le milieu salin BSA sert également de milieu de test dans lequel est solubilisé à 40 µM le composé à 

tester ainsi que 25 µM de trilostane et 25 µM de kétoconazole. La concentration finale en DMSO est 

de 1 % V/V. Après application d’un volume de 100 µL de composé à tester à 40 µM (triplicats), la 

plaque est incubée à 37°C pendant 2H. Après cette période d’incubation, 50 µL du surnageant de 

chaque puit sont transférés sur une plaque ELISA  pour doser la prégnénolone (les principes de l’ELISA 

sont présentés à l’Annexe 2). Une courbe étalon est établie dans certains puits et on peut doser la 

quantité de prégnénolone présente dans chaque puits. Les résultats sont alors comparés à ceux des 

cellules contrôles et sont exprimés en pourcentage par rapport au contrôle.  

Dans le tableau 5 sont présentés les résultats obtenus avec les dérivés d’imidazo[1,2-c]quinazolinones 

sur le test de production de prégnénolone sur les cellules C6. 
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Entrée Comp. Nom R1 R2 R3 R4 

IC50 (nM) 

[
3
H]PK-11195

a
 

IC50 (nM) 

[
3
H]Ro5-4864

a
 

%Prégnénolone ± SEM 

Cellules C6 

1 4 PK-11195 - - - - - 0.66
10

 
+27 ± 3 

(+50 litt.)
115

 

2 3 Ro5-4864 - - - - - - 
+15 ± 2 

(+40 litt.)
115

 

3 24 XBD-173 - - - - 3 ± 0.2
164

 - 
+65 ± 6 

(+33% litt. à 10µM)
165

 

4 20 SSR-180,575 - - - - 3.5
111

 2.5 ± 0.6
111

 +70 ± 14 

5 25a NCS1008 Ph- H Et Et 400 80 +75 ± 30 

6 25b NCS1026 Ph- H Pr Pr 11 12 +38 ± 7 

7 25c NCS1014 4-MeO-Ph- H Et Et 140 120 +3 ± 23 

8 25d NCS1020 3,4-(MeO)
2
-Ph- H Et Et 150 500 +43 ± 25 

9 25e NCS1028 2-Cl-Ph- H Et Et 280 34 +11 ± 11 

10 25f NCS1016 3-Cl-Ph- H Et Et 58 50 +70 ± 21 

11 25g NCS1012 4-Cl-Ph- H Et Et 1500 >10 000 + 17 ± 1 

12 25h NCS1018 2-furanyl- H Et Et 260 580 +73 ± 11 

13 25i NCS1019 3-thiophenyl- H Et Et 200 130 +2 ± 3 

14 25j NCS1033 tBu- H Et Et 130 70 +78 ± 15 

15 25k NCS1042 tBu- H Pr Pr 39 18 +41 ± 9 

16 25l NCS1031 -CO-Ph H Et Et 220 200 +27 ± 7 

17 25m NCS1017 Ph Me Et Et 29 9 +96 ± 6 

18 25n NCS1039 Ph H Me Ph 2 1 insoluble 

Tableau 5 : Effet des dérivés d’imidazo[1,2-c]quinazolinones sur la stéroïdogenèse des cellules C6 

Les deux ligands de référence PK-11195 et Ro5-4864 induisent une augmentation respective de 27 % 

et de 15 % la production de prégnénolone chez les cellules C6 à 40 µM. Ces valeurs sont légèrement 

inférieures à la littérature mais ont été reproduites plusieurs fois. De manière intéressante, les deux 

candidats cliniques XBD-173 et SSR-180,575 induisent fortement la production de prégnénolone, de 

65 % et 70 % respectivement. Ce dernier résultat constitue également une certaine validation du test, 

car le XBD-173 a été développé en clinique comme anxiolytique pour sa capacité à augmenter la 

stereoidogénèse.121 

Comme attendu d’après la littérature, les affinités des imidazo[1,2-c]quinazolinones testées ne 

corrèlent pas avec leur capacité à induire la production de prégnénolone. Néanmoins, cinq composés 

(25a, 25f, 25h, 25j, et 25m) présentent un niveau d’activité similaire au XBD-173 et au SSR 180,575. 

Les dérivés dipropylamides ont une meilleure affinité que les diéthylamides mais ont une moindre 

capacité à induire la production de prégnénolone (25a, 25b, 25j, 25k, entrées 5, 6, 14 et 15). L’ajout 

d’une plateforme aromatique sur l’amide rend le 25n insoluble aux concentrations testées (entrée 18). 

Les groupements méthoxys et diméthoxyphényle en R1 ne semblent pas les plus favorables (25c, 25d, 

entrées 7 et 8), au contraire de systèmes plus hydrophobes tels que les groupements phényle, 3-
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chlorophényle et tert-butyle (25a, 25f, 25j, entrées 5, 10, et 14). Il est important de noter que le 

groupement furanyle en R1, accepteur de liaison H, induit une forte augmentation de prégnénolone 

(25h, entrée 12), ce qui n’est pas observé avec le 3-thiophènyle (25i, entrée 13). Le dérivé 25m 

méthylé en R2 présente un fort effet stimulateur avec une augmentation de 96% de la production de 

prégnénolone, à comparer avec les +75% de l’analogue non méthylé 25a (entrées 5 et 17).  

Avec ces résultats on retrouve bien le manque de corrélation entre l’affinité et l’activité décrite 

auparavant. De manière similaire aux données de la littérature, les composés présentant les 

meilleures affinités ne sont pas forcément ceux qui présentent la meilleure activité. Néanmoins, les 

décorations R1, R2 et R3 du châssis imidazo[1,2-c]quinazolinone sont importantes dans la modulation 

de l’activité de TSPO. 

Les cellules C6 sont des cellules gliales qui ont un rôle de soutien et de protection des neurones au 

niveau central. Afin de visualiser l’effet protecteur des ligands TSPO au niveau des neurones eux-

mêmes, nous avons également voulu tester leur effet stéroïdogenique sur des cellules de 

neuroblastome SH-SY5Y ainsi que sur des neurones primaires HT22.  

Au cours de la 3ème année de thèse, l’équipe du Dr. Anne Eckert (Université de Bâle, Suisse) m’a 

accueilli pour transférer le protocole expérimental de la production de prégnénolone sur les cellules 

SH-SY5Y et HT22 avec l’aide de la doctorante Imane Lejri.  

Les cellules SH-SY5Y sont des cellules de neuroblastome cultivées en milieu DMEM supplémenté par 

10% de sérum de veau, 5% de sérum de cheval, 2 mM de Glutamax et 1% de pénicilline et 

streptomycine à 37°C et 7.5%% de CO2. Les cellules HT22 sont des neurones primaires d’hippocampe, 

habituellement utilisées pour tester la toxicité induite par le glutamate dans les maladies 

neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer.166 Cette lignée cellulaire est particulièrement 

intéressante, car elle nous permettra d’observer les effets des ligands du TSPO sur une lignée non 

cancéreuse issue de l’hippocampe, zone directement concernée par les maladies neurodégénératives 

telle que la maladie d’Alzheimer. Elles sont cultivées dans un milieu DMEM supplémenté par 10% de 

sérum de veau, 2 mM de Glutamax et 1% de pénicilline et streptomycine.   

En absence de cellules, le test Elisa mesure un bruit de fond de l’ordre de de 0.3 ng/mL de 

prégnénolone. Nous avons alors testé différentes concentrations cellulaires (2 000, 5 000, 10 000 et 

12 000 cellules par puit) et nous n’avons pas observé de production significative de prégnénolone, et 

ceci quelle que soit la quantité de cellule par puit. Nous nous sommes alors demandés si les cellules 

extrudaient bien la prégnénolone et avons testé à la fois le surnageant et le lysat cellulaire mais 

aucune différence n’a été observée. Une hypothèse pour expliquer ce phénomène est que ces cellules 

n’induisent pas de production constitutive de prégnénolone, mais sont-elles capables d’induire la 

production de prégnénolone sous l’effet de ligands du TSPO ? Pour valider ce postulat, nous avons 

testé le XBD-173 et d’autres dérivés à 40 µM et trouvé qu’ils augmentaient la production de 

prégnénolone dans des proportions comparables aux cellules C6 mais nous avons eu de grosses 

difficultés à obtenir des résultats reproductibles.   
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Nous avons alors étudié tous les paramètres du test afin d’expliquer, puis corriger ces problèmes de 

reproductibilité. Nous avons commencé par étudier le comportement des ligands TSPO dans le milieu 

de culture. En effet, nous utilisons une dose élevée de 40 µM, et ces molécules ne sont pas très 

solubles, comme nous le verrons dans la Partie B -2.5.  Nous avons donc observé au microscope les 

puits contenant une concentration de 40 µM en ligand TSPO et avons observé des problèmes de 

solubilité, visibles sous la forme d’un milieu hétérogène et la présence d’amas. La présence de ces 

amas pose des problèmes quant à la fiabilité des doses testées. Nous avons également réalisé des 

tests de survie cellulaire sur SH-SY5Y et avons observé une certaine toxicité induite par les ligands 

TSPO à une concentration de  40 µM. L’utilisation d’une concentration de 1 µM est envisagée pour la 

suite des expériences puisqu’aucune mort cellulaire n’est observée à cette dilution (Figure 33). 

 

Figure 33 : Tests MTT sur les cellules SH-SY5Y 

En étudiant plus en détail le protocole opératoire, et en particulier le rôle des inhibiteurs permettant 

de bloquer la métabolisation de la prégnénolone, je me suis rendu compte que le kétoconazole, utilisé 

comme substitut du SU10603, est un inhibiteur non-sélectif des cytochromes P450 et inhibe 

également le CYP11A1 (ou cytochrome P450scc) qui, lui, transforme le cholestérol en prégnénolone. 

Le kétoconazole pourrait avoir joué un rôle important dans les problèmes de reproductibilité de nos 

expériences, en bloquant tout simplement la formation de la prégnénolone, quel que soit l’état 

d’activation du TSPO et rendant ainsi difficile l’évaluation de la production de prégnénolone. 

L’inhibiteur utilisé par Selleri et al. n’étant pas disponible commercialement, j’ai proposé de le 

remplacer par l’abitératone qui inhibe sélectivement la 17α-hydroxylase sans affecter le CYP11A1.  

Tous ces essais ont été réalisés durant la dernière année de thèse et les problèmes identifiés sont 

actuellement en cours d’optimisation par Imane Lejri dans le laboratoire d’Anne Eckert. Il sera 

également nécessaire de revalider les résultats obtenus sur les cellules C6 en tenant compte des 

informations rassemblées avec les autres types cellulaires. Le coût important des plaques Elisa (500 

€/96 puits) a constitué une difficulté non négligeable dans la mise au point de ce test. 

2.4.5.  Effets des ligands de TSPO sur l’activité mitochondriale en conditions 

normales ou pathologiques (modèle Alzheimer) 

2.4.5.1.  Généralités sur la mitochondrie167 

La mitochondrie est un organite cellulaire présent  chez les cellules eucaryotes. Elle est constituée de 

deux membranes lipidiques qui diffèrent par leurs composition et fonctions. La membrane externe est 

constituée d’environ la moitié de lipides et la moitié de protéines et contient des porines, ce qui la 

rend perméable aux composés ayant un poids moléculaire inférieur à 10 kDa. La membrane interne, 
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beaucoup moins perméable, est composée d’environ 20% de lipides et 80% de protéines. La 

mitochondrie est le lieu du catabolisme des glucides, des lipides et des acides-aminés pour produire 

de l’énergie sous forme d’ATP grâce à la respiration cellulaire. C’est également le lieu de synthèse des 

coenzymes d’oxydoréduction NADH et FADH grâce à la chaîne de transport d’électrons présente dans 

la membrane interne. Au niveau cellulaire, les mitochondries sont impliquées dans plusieurs fonctions 

primordiales comme la signalisation intracellulaire, la régulation des potentiels membranaires, 

l’apoptose, le métabolisme cellulaire, la synthèse des stéroïdes ou encore la synthèse de l’hème 

nécessaire au transport de l’oxygène dans les globules rouges. Il s’agit d’un organite essentiel dans la 

régulation des fonctions cellulaires, dont l’altération peut engendrer des effets physiologiques 

importants. 

2.4.5.2.  Impact de la maladie d’Alzheimer sur la respiration mitochondriale 

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative dont la survenue est généralement due à 

une hyperphosphorylation de la protéine Tau et une accumulation extracellulaire de plaques 

amyloïdes composées de peptides β-amyloïdes (Aβ). Ce peptide Aβ est issu du clivage de l’Amyloid 

Precursor Protein (APP) par la gamma secrétase qui se trouve dans la membrane plasmique des 

cellules. L’agrégation des peptides Aβ entraine une surproduction de peroxyde d’hydrogène qui 

contribue au stress oxydant responsable de la mort neuronale.168 Pendant longtemps, la toxicité de 

l’Aβ a été attribuée à la formation des plaques amyloïdes non solubles, mais plusieurs études ont 

depuis montré l’importance de la toxicité de l’Aβ sous forme d’oligomères solubles, notamment pour 

la surproduction de peroxyde d’hydrogène.168 Contrairement aux plaques amyloïdes strictement 

extracellulaires, ces oligomères solubles ont aussi été détectés au niveau intracellulaire et 

intramitochondrial dans des tissus cérébraux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer et 

pourraient être liés à des malformations des mitochondries.169–171 Ces données indiquent que le 

dysfonctionnement mitochondrial pourraient jouer un rôle important dans la pathophysiologie de la 

maladie d’Alzheimer.172–174 

Le « Neurobiology Laboratory For Brain Aging and Mental Health », dirigé par le Dr. Anne Eckert à 

Bale, est spécialisée sur la maladie d’Alzheimer et plus spécifiquement sur le rôle de la mitochondrie 

dans le métabolisme énergétique et les mécanismes oxydants liés aux maladies neurodégénératives. 

Ils ont mis au point un modèle cellulaire de la maladie d’Alzheimer en transfectant des cellules SH-

SY5Y de neuroblastome par un plasmide exprimant l’APP.175–177 Cette expression de l’APP permet 

d’observer l’effet d’une exposition des cellules aux peptides Aβ intracellulaires, et se traduits 

particulièrement par des dysfonctionnements au niveau de la chaîne respiratoire de la mitochondrie :  

- Diminution de la production d’ATP 

- Diminution générale de la consommation en oxygène par ces cultures cellulaires 

- Augmentation de la sécrétion de ROS 

Pour résumer, les cellules exprimant de l’APP présentent un déficit de production énergétique et sont 

beaucoup plus sensibles au stress oxydant, impliquant ainsi la diminution des fonctions 

mitochondriales dans la dégénération neuronale, liées à la toxicité du peptide Aβ. 



Partie B – Développement de ligands du TSPO comme agents neuroprotecteurs 

 

-60- 
 

La figure 34 est une représentation schématique de la chaîne de transport d’électrons permettant la 

respiration mitochondriale et la synthèse d’ATP. Une accumulation de peptide Aβ et Tau inhibe les 

complexes I et IV et provoque une rupture de la chaîne respiratoire qui résulte par l’augmentation de 

la sécrétion des ROS et une diminution de la production d’ATP. Une trop grande sécrétion de ROS peut 

endommager la mitochondrie et la cellule et peut conduire à l’apoptose. 

 

Figure 34 : Effets de la maladie d’Alzheimer au niveau mitochondrial. 

Afin de continuer à étudier les différences entre l’affinité de certains composés et leurs activités, nous 

avons décidé de tester sur ce modèle les composés 25a et 25b ainsi que les références de la littérature 

SSR-180,575, XBD-173 et Ro5-4864. Ces deux composés 25a et 25b sont de très bons inducteurs de la 

production de prégnénolone mais présentent un grand écart d’IC50. 

2.4.5.3.  Effets des ligands TSPO sur la respiration mitochondriale 

L’alloprégnanolone est un neurostéroïde dont l’efficacité dans la neuroprotection est reconnue dans la 

littérature.47,52,178 L’équipe d’Anne Eckert a récemment montré l’effet stimulateur des neurostéroïdes 

sur la production d’ATP par les cellules SH-SY5Y.179 La sécrétion d’alloprégnanolone ainsi que celle 

d’autres neurostéroïdes étant stimulée par les ligands du TSPO,143 nous avons émis l’hypothèse que 

les ligands TSPO devraient augmenter la production d’ATP. Nous avons ainsi sélectionné cinq 

composés pour valider cet hypothèse, en incluant trois substances de référence (Ro5-4864, XBD-173, 

et SSR-180,575), ainsi que deux imidazo[1,2-c]quinazolinones 25a (NCS1008) et 25b (NCS1026). Leur 

capacité à induire la production d’ATP dans des cellules de neuroblastome SH-SY5Y a été comparée à 

celle de l’alloprégnanolone. Lors de ce premier passage, les composés ont été testés à 3 

concentrations différentes : 10, 250 et 500 nM et l’alloprégnanolone à 250, 500 et 750 nM. 
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Figure 35 : ATP production chez les cellules SH-SY5Y 

On peut voir dans la figure 35 que l’alloprégnanolone induit une augmentation de la production d’ATP 

de 7 à 18% de manière dose-dépendante chez les cellules SH-SY5Y. En accord avec les résultats de 

production de prégnénolone sur des cellules C6 montrant le peu d’effet fonctionnel du Ro5-4864, ce 

dernier n’induit que faiblement (1 à 5%) la production d’ATP aux concentrations testées. Le XBD-173 

augmente la production d’ATP de plus de 20% à 250 nM tandis qu’il n’a aucun effet à 10 ni à 500 nM, 

cette perte d’effet méritera d’être confirmée dans une future expérience. Le SSR-180,575 provoque 

une augmentation d’environ 12 à 15 % de la production d’ATP mais d’une manière non dose-

dépendante. Les imidazo[1,2-c]quinazolinones NCS1008 et NCS1026 induisent une augmentation de 

10 à 17% de la production d’ATP avec un maximum d’efficacité à 250 nM. 

    

Figure 36 : Effet des ligands du TSPO sur la production d'ATP chez les cellules SH-SY5Y transfectées à l'APP 

On peut voir dans la figure 36 que la production basale d’ATP est diminuée d’environ 10% chez les 

cellules SH-SY5Y transfectées à l’APP par rapport aux cellules SH-SY5Y non transfectées. 

L’alloprégnanolone induit un retour à une production normale d’ATP chez les cellules transfectées à 

l’APP. Les ligands de référence XBD-173 et SSR-180,575 provoquent aussi un retour à une production 

« normale » d’ATP, mais on peut noter que les ligands NCS1008 et NCS1026 induisent un retour à la 

production normale d’ATP avec une concentration faible de 10 nM. 

L’effet similaire sur la production d’ATP observé avec l’alloprégnanolone et les différents ligands de 

TSPO va dans le sens d’un mode d’action indirect impliquant l’activité neurostéroidogénique des 
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ligands du TSPO. Cela pourrait expliquer l’absence d’effet-dose des ligands de TSPO sur ce modèle. 

Quelques questions légitimes se posent alors : Quel est le rôle d’une amélioration de la production 

d’ATP sur les cellules, en quoi cela participe-t-il à un effet protecteur ? Est-ce « le » mécanisme ou l’un 

des mécanismes conduisant à l’effet neuroprotecteur des ligands du TSPO ? A quel niveau 

interviendraient les neurostéroïdes sur la chaîne respiratoire pour induire une augmentation de son 

activité ? Il est clair que les détails de cet effet protecteur ne sont pas encore tous élucidés, mais cette 

information amène à regarder vers la mitochondrie dans son ensemble et pas seulement sur la 

première étape de la biosynthèse des stéroïdes.  

2.4.5.4.  Effets sur la réponse au stress oxydant 

L’agrégation du peptide Aβ lors de la maladie d’Alzheimer induit la production de  peroxyde 

d’hydrogène qui va contribuer au stress oxydatif en milieu extracellulaire. Ce stress oxydant provoque 

une augmentation de la production des ROS par les mitochondries des neurones et cellules gliales 

environnantes.168,180 Les ROS s’attaquent à l’ADN par oxydation de la guanosine, aux protéines par 

carbonylation et aux liaisons insaturées des lipides pour former des peroxydes déstabilisant les 

membranes.  La catalase et la superoxyde dismutase sont des enzymes mitochondriales qui ont pour 

rôle de neutraliser les ROS formés naturellement lors de la respiration mitochondriale. La diminution 

de l’activité mitochondriale induite par la surexpression d’APP induit une diminution de l’activité de la 

catalase et de la superoxyde dismutase, entrainant une augmentation de la sensibilité au stress 

oxydant. La mitochondrie est donc à la fois le premier lieu de génération de ROS et paradoxalement la 

première cible  de ces ROS.176,181 Il s’agit presque d’un mécanisme auto amplificateur et l’on ne sait pas 

si la maladie d’Alzheimer en est la cause ou la conséquence.182  

Les cellules SH-SY5Y transfectées à l’APP présentent une diminution de leurs fonctions de respiration 

mitochondriale, caractérisée par la diminution de la production d’ATP de ces cellules. L’équipe d’Anne 

Eckert a évalué la réponse des cellules SH-SY5Y et SH-SY5Y/APP à un stress oxydant induit par 

l’addition de peroxyde d’hydrogène, ainsi que l’effet protecteur des ligands du TSPO. 

 

 

Figure 37 : Déroulement du test sur le stress oxydant 

 

Les cellules subissent un prétraitement durant 24h avec une concentration de 10 nM pour chaque 

composé testé puis un stress oxydant avec l’addition de 500 µM d’H2O2 pendant 3h. L’effet est ensuite 

évalué via différent paramètres, tels que la survie cellulaire, la production d’ATP, et la génération 

d’espèces réactives de l’oxygène. 

 

Prétraitement 24h
10 nM de composé

3h H2O2

500 nM
Mise en
plaque
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Figure 38 : Effet protecteur face au stress oxydant chez les cellules SH-SY5Y 

 

Chez les cellules SH-SY5Y, on voit que la production d’ATP est diminuée lors d’un stress oxydatif 

(Figure 38, A), l’administration de ligands du TSPO comme le SSR-180,575, le NCS1008 et le NCS1026 à 

10 nM permet de limiter significativement cette diminution sans toutefois la rétablir complétement.  

Le stress oxydant provoque la diminution de la survie cellulaire après 3h (Figure 38, B). Le SSR-180,575 

ne diminue pas l’impact du stress oxydant sur cette survie tandis que le NCS 1008 diminue la mort 

cellulaire de manière significative. 

L’utilisation du peroxyde d’hydrogène entraine une importante augmentation de la production des 

ROS au niveau du cytosol et de la mitochondrie (Figure 38, C et D). Les 3 ligands testés à 10 nM 

provoquent un rétablissement à la normale voir même une diminution des productions cytosoliques 

et mitochondriales basales de ROS. Les ligands du TSPO montrent ainsi un effet protecteur vis-à-vis de 

la production de ROS cytosoliques et mitochondriaux lors d’un stress oxydatif.  

L’anion superoxyde O2
.- est toxique pour la cellule et sa neutralisation est contrôlée par la superoxyde 

dismutase. L’activité de cette enzyme semble diminuée lors d’un stress oxydatif induit par le peroxyde 

d’hydrogène et cela entraine une forte augmentation de la production de cet anion superoxyde O2
.-. 

L’administration des ligands NCS1026 et NCS1008 à 10 nM protège les cellules en limitant la 

surproduction d’anion superoxyde (Figure 38, E). Le SSR-180,575 a quant à lui un effet plus faible sur la 

limitation de cette surproduction. 
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 Figure 39 : Effet protecteur face au stress oxydant chez les cellules SH-SY5Y/APP  

Les fonctions mitochondriales des cellules SH-SY5Y transfectées à l’APP semblent plus sensibles aux 

effets du stress oxydatif. La production d’ATP est réduite de presque 50% en milieu oxydant et le 

prétraitement avec les ligands du TSPO à 10 nM ne permet pas de rétablir une production normale, 

mais néanmoins améliore jusqu’à 25% la production d’ATP après traitement avec H2O2 (Figure 39, A). 

La survie cellulaire diminue de 43% après un stress oxydant au peroxyde d’hydrogène et le 

prétraitement par SSR-180,575 et NCS1008 à 10 nM permet de réduire la mort cellulaire d’une 

manière significative (Figure 39, B). 

Le stress oxydant induit une forte sécrétion de ROS chez les cellules SH-SY5Y/APP avec une 

augmentation de la production de 97% au niveau du cytosol et de 118% au niveau des mitochondries 

(Figure 39, C et D). Cette production est bien limitée par les 3 ligands du TSPO en prétraitement à 10 

nM, sans toutefois réussir à bloquer totalement cette surproduction (Figure 39C). La production de 

ROS mitochondriaux est mieux limitée par les ligands du TSPO avec un blocage total de leur sécrétion 

par le NCS1026 à 10 nM (Figure 39, D).  

Les cellules SH-SY5Y/APP sont plus sensibles aux effets des ligands à 10 nM pour la limitation de la 

production de l’anion superoxyde puisque la surproduction de ce dernier est totalement bloquée par 

les 3 ligands et même diminuée par rapport au milieu non-oxydant avec les NCS1026 et NCS1008 à 10 

nM (Figure 39, E). 

Ces études nous montrent que les cellules SH-SY5Y qui surexpriment l’APP sont beaucoup plus 

sensibles au stress oxydant que les cellules SH-SY5Y non transfectées. On y voit aussi l’effet protecteur 

des ligands du TSPO vis-à-vis de la génération des ROS. Il est à noter que la dose utilisée est faible (10 

nM) et largement inférieure à l’IC50 du NCS1008 mais son effet est pourtant très marqué. Pour les tests 

où ces molécules ne sont pas ou peu actives (production d’ATP et survie cellulaire) il serait intéressant 

de réitérer ces expériences avec des doses plus élevées.  
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Si une cellule est exposée à l’Aβ intracellulaire, ses fonctions mitochondriales seront déjà diminuées et 

l’exposition au stress oxydant va induire une production conséquente de ROS. Ces ROS vont s’attaquer 

aux mitochondries, augmenter la dégradation de leurs fonctions et les rendre encore plus sensibles au 

stress oxydatif. On voit bien ici pourquoi ce mécanisme peut être considéré comme auto-amplifié et 

provoquer d’autant plus de mort cellulaire que les fonctions mitochondriales sont déjà entravées par 

l’expression de l’APP. La protection des fonctions mitochondriales semble donc être un levier 

important dans la protection face à la neurodégénération. 

Les ligands du TSPO montrent un effet protecteur important vis-à-vis des ROS en limitant fortement 

leur production et cela à des concentrations très faibles. On ne sait pas encore par quel mécanisme 

cette protection est effectuée ni quels en sont les acteurs. L’alloprégnanolone a montré des effets 

protecteurs face au stress oxydant chez les cellules SH-SY5Y,183 cela peut laisser penser à un 

mécanisme du à l’action des neurostéroïdes générés suite à l’activation du TSPO, mais il pourrait 

également être possible que le TSPO interagisse directement avec les protéines régulatrices de la 

mitochondrie. En effet, en tant que protéine membranaire, le TSPO est susceptible d’interagir avec les 

protéines de la chaîne respiratoire. 

2.5.  Propriétés physico-chimiques 

La plupart des composés administrés par voie orale répondent à la règle établie par Lipinski184 qui 

définit les propriétés moléculaires nécessaires pour permettre l’absorption et la traversée des 

membranes biologiques. Cette « règle des cinq » est définie par les propriétés suivantes :  

- Coefficient de parage octanol/eau (LogP) < 5 

- Masse moléculaire < 500 

- Accepteurs de liaisons hydrogène (HBA) <10 

- Donneurs de liaisons hydrogène (HBD) <5  

Les composés répondant à trois critères sur quatre devraient facilement pénétrer à l’intérieur des 

membranes biologiques et permettre leur administration per os. Pour développer des composés 

pouvant traverser la barrière hémato-encéphalique, il est préférable de répondre à certaines 

conditions de polarité qui ont été décrites par Hitchcock et al .185 d’après une analyse statistique des 

structures de dérivés actifs au niveau central :   

- MW < 450 

- 2 < cLogP < 4 

- Aire de surface polaire (PSA) < 70 Å² 

- HBD < 1 
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Entrée Composé 
MW 

(g/mol) 
cLogPa PSAa 

(Å²) 
HBD HBA 

1 Ro5-4864 319.19 3.74 ± 0.70 32.7 0 3 
2 PK-11195 352.86 4.85 ± 0.38 33.2 0 3 
3 XBD-173 401.47 3.97 ± 0.62 69.6 0 7 
4 SSR-180,575 394.86 1.35 ± 1.05 57.9 0 3 
5 NCS1008 374.44 4.71 ± 0.56 58.4 0 6 

a
Déterminés par le logiciel ACD/Lab 

Tableau 6 : Propriétés physico-chimiques des ligands du TSPO 

Dans le tableau 6 sont indiquées les propriétés théoriques pour les références de la littérature Ro5-

4864, PK-11195, XBD-173, SSR-180,575 et pour le dérivé NCS1008. Tous ces composés répondent à la 

règle de Lipinski et s’approchent de celles d’Hitchcock. Néanmoins, on peut voir des disparités au 

niveau des LogP théoriques calculés qui représentent la solubilité dans l’eau de ces composés. 

Certains dérivés comme le PK-11195 ou le NCS1008 présentent des cLogP proche de 5 qui peuvent 

laisser présager une mauvaise solubilité dans l’eau.  

La solubilité dans l’eau est un sujet important pour le développement de composés en chimie 

médicinale. D’après Lipinski, une faible solubilité peut être définie par une solubilité 

thermodynamique dans l’eau inférieure à 50 µg/mL.184,186 Selon la plateforme moléculaire considérée, 

il n’est pas toujours facile de réussir à améliorer ce paramètre influençant la pharmacocinétique d’un 

composé. En effet des plateformes comprenant de nombreux groupements aromatiques comme les 

imidazo[1,2-c]quinazolinones présentent, quels que soit les substituants, une solubilité intrinsèque 

très limitée à cause de la planéité de ces composés couplés à des cLogP élevés. Il est possible 

d’améliorer la solubilité d’un composé en lui greffant des groupements solubilisants, mais ces 

décorations peuvent ne pas être compatibles avec une activité sur la cible visée, cela rend ainsi 

difficile l’amélioration de la solubilité de hits déjà établis.  

 

Figure 40 : Poche de fixation du PK-11195 (PDBid : 2mgy). Bleu : PK-11195, Rouge : résidus hydrophobes, Vert : résidus 
hydrophiles 
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Nous avons étudié la poche de fixation du PK-11195 en Partie A -2.2. et observé qu’elle ne contient 

que des groupements hydrophobes (Figure 40). Ces informations correspondent à la forte lipophilie 

observable chez les ligands de référence du TSPO, on peut ainsi penser qu’il va être difficile d’insérer 

des groupements solubilisants sur des ligands du TSPO sans perdre en affinité/activité.   

Nous avons déterminé la solubilité thermodynamique du NCS1008 comme représentant de la famille 

des imidazo[1,2-c]quinazolinones. Cette solubilité est établie par dosage HPLC d’une solution saturée 

agitée pendant 24h à température ambiante. Le NCS1008 a une solubilité de 10 µg/mL et ce résultat 

est extensible aux autres dérivés de la famille. Cette faible solubilité dans l’eau est due aux propriétés 

de ces molécules comme le nombre important d’aromatiques, la présence de groupements lipophiles 

ou encore leur planéité, qui favorise le stacking dans un milieu aqueux.187–189 Ces propriétés sont 

essentiellement liées au squelette moléculaire, il est donc nécessaire, pour améliorer la solubilité, de 

changer de squelette moléculaire. 

Pour diminuer la planéité des imidazo[1,2-c]quinazolinones, le Dr. Abarghaz avait « ouvert » le tricycle 

imidazo[1,2-c]quinazolinones pour obtenir le N-phényl-N-benzoylglycinamide 54. En rendant la 

structure plus flexible, on obtient néanmoins une perte importante d’affinité. De manière tout à fait 

intéressante, le transfert du phényle sur le C a permis de retrouver une forte affinité avec le dérivé 

de L-phénylalanine 55 (Figure 41). Néanmoins, malgré une plus grande flexibilité et l’introduction d’un 

carbone chiral, la solubilité thermodynamique du dérivé 55 reste très faible (25 µg/mL). Aucune étude 

n’avait été réalisée sur ce dérivé de phénylalanine, et donc, dans le cadre de cette thèse, nous avons 

réalisé une étude RSA autour de ce dérivé d’acide aminé (voir Partie B -2.6. )  

 

Figure 41 : Coupures effectuées par le Dr. Abarghaz 

Lors de ma thèse, j’ai également abordé une autre modification du scaffold imidazo[1,2-

c]quinazolinones. L’idée a consisté à « ouvrir » le cycle imidazole pour obtenir le scaffold 3-amino-

dihydroquinolin-2-one 26 (Figure 42).  

L’intérêt de ce scaffold consiste à maintenir un motif central rigide de type dihydroquinolin-2-one, non 

planaire grâce à la chiralité en position 3. Le carbonyle de la fonction amide en position 3 jouera le 

même rôle d’accepteur de liaison H que l’azote du cycle imidazole. Cette modification du scaffold 
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permet de fortement diminuer la planéité du système et le nombre d’aromatiques. La synthèse et 

l’étude de ce nouveau scaffold de type peptidomimétique seront abordées en Partie B -2.8.   

 

Figure 42 : Coupures pour accéder aux 3-amino-dihydroquinolin-2-one 26 

2.6.  Dérivés de phénylalanine 

2.6.1.  Introduction 

Découvert en fin de thèse par le Dr. Abarghaz, le dérivé de L-phénylalanine 55a présente une 

excellente affinité pour TSPO (IC50 = 7 nM). La forme D avait été testée, et présentait une IC50 

micromolaire. Néanmoins, ce dérivé 55a n’a fait l’objet d’aucune étude RSA depuis sa découverte. 

Bien que plus flexible que le motif imidazo[1,2-c]quinazolinone et présentant un carbone asymétrique, 

nous avons pu mesurer une très faible solubilité thermodynamique dans l’eau pour ce composé. Ceci 

est probablement dû à la présence des trois plateformes aromatiques. Le fait de partir d’un motif 

d’acide aminé permet de facilement modifier les parties N- et C-terminales ainsi que la chaîne latérale 

(Figure 43). Les composés synthétisés ont ensuite été évalués pour leur capacité à induire la 

production de prégnénolone sur des cellules C6 de gliome. Au début de ce projet, nous n’avions pas 

accès à un test de binding, mais nous avons récemment établi une collaboration avec le Pr. Mariano 

Ostuni (Université Paris-Diderot) pour réaliser ces tests de binding, mais également étudier ces 

molécules dans le cadre d’un projet anti-malaria (voir Partie C). Nous avons également étudié l’effet 

des modifications structurales sur la solubilité thermodynamique des composés. 

 

 

Figure 43 : Explorations sur la base phénylalanine 
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2.6.2.  Synthèse et Etudes des  RSA 

La synthèse des dérivés du composé 55a s’est faite via des méthodes classiques de synthèse 

peptidique en phase liquide (Figure 44). Le couplage de la Fmoc-Phe-OH avec une amine secondaire 

en présence d’HATU permet d’obtenir la phénylalanine amidée, qui est ensuite déprotégée par action 

du DBU. L’amine libre N-terminale en résultant est ensuite acylée par un anhydride, un chlorure 

d’acide ou un couplage peptidique selon l’acide carboxylique utilisé. Cette synthèse en 3 étapes 

permet d’accéder rapidement à de nombreux composés diversement substitués. 

 

(a) HNR1R2, HATU, DIEA, DCM/DMF (3/1), ta, 1h; (b) DBU, DCM, ta, 3h; (c) R3COCl, DIEA, DCM, ta, 12h; (d) R3CO2H, HATU, 
DIEA, DCM/DMF (3/1), ta, 1h. 

Figure 44 : Accès aux dérivés de phénylalanine 

2.6.2.1.  Modification de la partie C-terminale 

 

Entrée Composé Nom R1 R2 
%Prégnénolone 

Cellules C6 

1 55a RF3171 -Me -Ph +31 
2 55b RF3179 -Me -Me +11 
3 55c RF3177 -Et -Et -3 
4 55d RF3174 -Pr -Pr +18 
5 55e RF3170 -Me CH2Ph +24 
6 55f RF3172 -Me -CH2CH2Ph +27 
7 55g RF3173 Et -Ch2Ph +14 

Tableau 7 : Effet des modifications C-terminales sur la production de prégnénolone 

Dans le tableau 7 sont représentés les résultats des différentes modifications qui ont été effectuées en 

partie C-terminale. Testée sur la production de prégnénolone, la phénylalanine 55a permet une 

augmentation de +31%. Ce résultat est sensiblement inférieur à l’imidazo[1,2-c]quinazolinone 

NCS1008 ou aux composés de référence XBD et SSR, mais cela constitue néanmoins un bon point de 

départ et une preuve de concept que cette famille chimique est capable d’induire la production de 

prégnénolone. La plateforme aromatique en partie C-terminale semble importante, comme l’atteste la 

perte d’activité des dérivés 55b, 55c et 55d (Entrées 2, 3 et 4). Ceci constitue une différence 

importante avec les ligands de référence du TSPO (SSR-180,575, NCS1008, PK-11195) qui présentent 

une simple fonction N,N-dialkylamide. L’éloignement du cycle aromatique (55e et 55f, entrées 5 et 6) 

maintient l’induction de prégnénolone observée avec le composé 55a (Entrée 1). Nous avons alors 
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introduit le motif N-éthyl-N-benzylamide par analogie avec le XBD173, mais la présence de l’éthyle 

semble être néfaste à l’activité (55g, entrée 7). 

Bien que construit rationnellement à partir de ligands connus du TSPO, la fonction amide C-terminale 

semble ne pas se positionner de la même manière que la signature « glycinamide » des ligands de 

référence du TSPO. 

Les amides disubstitués peuvent être présents sous la forme de deux conformères cis ou trans. 

L’étude RMN 2D du dérivé 55a a permis de déterminer sa conformation représentée en figure 45. Une 

forte corrélation NOESY entre un des protons benzylique de la phénylalanine et les protons du 

méthyle sur l’amide ainsi qu’une faible corrélation entre l’aromatique de la phénylalanine et le 

méthyle de l’amide ont permis de déterminer la conformation trans de l’amide disubstitué, avec le 

méthyle du même côté que la chaîne latérale de la phénylalanine. Pour confirmer cette observation, 

aucunes corrélations NOESY entre le phényle de l’amide et les protons benzyliques ou l’aromatique de 

la phénylalanine n’ont pu être observées, ce qui permet de confirmer la conformation trans du dérivé 

55a. Ce résultat semble rationnel à la vue de l’encombrement stérique du phényle sur l’azote de 

l’amide 

 

Figure 45 : Corrélations NOESY– détermination de la conformation trans du 55a 

Dans le cas des amides 55e, 55f et 55g (entrées 5, 6 et 7), les spectres RMN 1H dédoublent à 

température ambiante. Ce dédoublement disparait lors du chauffage pendant l’acquisition du spectre. 

Ceci indique la présence de deux conformères lorsque l’aromatique n’est pas directement lié à l’azote. 

La diminution de l’encombrement stérique induite par le carbone benzylique par rapport au phényle 

du 55a induit ainsi deux conformations à température ambiante. Afin de pouvoir déterminer la forme 

majoritaire, nous avons réalisé des études RMN 2D sur le dérivé 59 présentant un m-chlorobenzyle 

pour favoriser le déblindage et permettre de facilement différencier les protons de l’aromatique de la 

chaîne latérale avec ceux du benzyle sur l’amide (voir RMN 2D en annexe 3). 

 

Figure 46 : Corrélations NOESY – détermination de la conformation majoritaire 

L’analyse 2D a montré, pour la forme trans majoritaire, des corrélations NOESY entre le méthyle de 

l’amide et l’hydrogène α de la phénylalanine. La forme cis minoritaire présente une corrélation entre 

les protons benzyliques et l’hydrogène α de la phénylalanine, confirmant ainsi la conformation. 
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L’encombrement stérique imposé par le benzyle sur l’amide est moins important que pour le phényle 

du 55a et permet la coexistence des formes cis et trans des dérivés 55e, 55f et 55g. 

Nous n’avons néanmoins aucune indication quant à la forme pouvant être la plus active sur le TSPO. 

2.6.2.2.  Modification partie N-terminale 

Des groupements du type acétyle, benzoyle, cinnamoyle ou benzylpipéridine ont été insérés en partie 

N-terminale (Tableau 8). 

 

Entrée Composé Nom R 
%Prégnénolone 

Cellules C6 

1 55h RF3196 Me +44 

2 55a RF3171 Ph +31 

3 55i RF3197 

 

+17 

4 55j RF3201 

 

+11 

Tableau 8 : Effet des modifications N-terminales sur la production de prégnénolone 

On peut observer que la présence d’un benzoyle, ou d’un groupement aromatique en général, sur la 

fonction N-terminale n’est pas essentielle pour un effet inducteur de la production de prégnénolone. 

2.6.2.3.  Modifications sur la chaîne latérale  

Afin de modifier la chaîne latérale, la même voie de synthèse a été utilisée avec d’autres acides 

aminés commerciaux. Les résultats de ces échanges sont exprimés dans le tableau 9. 

 

 

Entrée Composé Nom R A.A. %Prégnénolone 

1 55a RF3171 CH2-Ph Phe +31 
2 59b RF3178 CH2-Ph(4-OH) Tyr +7 
3 60 RF3199 iBu Leu +20 
4 61 RF3200 secBu Ile +42 
5 62 RF3206 Ph PhGly +21 
6 63 RF3207 CH2-CH2-Ph HPhe +11 

Tableau 9 : Effet des modifications d'acide aminé sur la production de prégnénolone 
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Le passage de la phénylalanine à l’isoleucine entraine un gain d’activité intéressant. Le remplacement 

de la phénylalanine par une tyrosine entraine une perte d’activité. L’échange avec une leucine 

n’entraine pas d’amélioration tandis que les homologues supérieurs et inférieurs de la phénylalanine 

n’améliorent pas non plus l’induction de production de prégnénolone. 

2.6.1.  Solubilité 

De la même manière que pour évaluer la solubilité du dérivé NCS1008 (voir Partie B -2.5. ) nous avons 

déterminé la solubilité thermodynamique des dérivés de phénylalanine par le dosage HPLC d’une 

solutions aqueuse saturée après 24h d’agitation à température ambiante (Tableau 10). 

 

Entrée Composé Nom AA R1 R2 
Solubilité dans l’eau 

(µg/mL) 

1 55a RF3171 Phe Ph Ph 25 
2 55e RF3170 Phe Ph Bz 10 
3 55f RF3172 Phe Ph CH2-CH2-Ph 29 
4 55b RF3179 Phe Ph Me 728 
5 55h RF3196 Phe Me Ph 522 

6 55i RF3197 Phe 

 

Ph 3 

7 55j RF3201 Phe 

 

Ph 5 

8 59 RF3178 Tyr Ph Ph 4 
9 61 RF3200 Ile Ph Ph 387 

Tableau 10 : Effet des différentes substitutions sur la solubilité 

Pour les dérivés de phénylalanine, l’éloignement du phényle en partie C-terminale apporte une 

flexibilité visible en RMN 2D mais qui n’améliore pas la solubilité dans l’eau (55a, 55e, 55f, entrées 1, 2 

et 3) tandis que sa suppression augmente fortement la solubilité (55b, entrée 4). En partie N-

terminale, la suppression du phényle entraine un fort gain de solubilité et son remplacement par des 

substituants cinnamoyle ou benzylpipéridine n’améliore aucunement la solubilité (55h, 55i, 55j, 

entrées 5, 6 et 7). Lorsque la phénylalanine est remplacée par une tyrosine, la présence d’un phénol 

n’améliore pas la solubilité et le remplacement par une isoleucine améliore grandement cette 

solubilité (59, 61, entrées 8 et 9). 

On peut voir au travers de ces résultats que la simple suppression d’un cycle aromatique sur le 

scaffold de base entraine un gain de solubilité d’un facteur 15 à 30 avec un effet plus marqué au 

niveau des extrémités qu’au niveau de la chaîne latérale de l’acide aminé central. 

2.6.2.  Conclusion et perspectives 

Dans cette étude autour des dérivés de phénylalanine, il est intéressant de noter que la présence d’un 

cycle aromatique est essentielle en partie C-terminale mais le remplacement des aromatiques est 



Partie B – Développement de ligands du TSPO comme agents neuroprotecteurs 

 

-73- 
 

possible au niveau de la chaîne latérale ou en partie N-terminale pour permettre d’augmenter la 

solubilité thermodynamique tout en conservant une activité inductrice de la production de 

prégnénolone.  

Le remplacement de la phénylalanine par une isoleucine semble être un bon compromis entre activité 

et solubilité et la poursuite de cette étude RSA est encore à réaliser dans ce sens. 

Il serait également nécessaire de valider ces résultats sur la production de prégnénolone par une 

étude de binding sur le TSPO. Des démarches dans ce sens ont été entamées par l’équipe du Pr. 

Ostuni, mais ils ont rencontré des problèmes de mise au point à cause de l’utilisation d’une source de 

TSPO différente de la CEREP et les résultats ne sont pas encore disponibles. 

La possibilité d’utiliser des dérivés d’acides aminés semble une voie nouvelle pour  le développement 

de dérivés actifs sur le TSPO et qui pourrait nous rapprocher des potentiels ligands peptidiques 

endogènes. 

2.7.  Séquence DBI, retour aux peptides 

Le DBI est un neuropeptide soupçonné d’être le ligand endogène du TSPO de la classe des 

endozépines (voir Partie A -3.2. ) qui a montré des effets sur la biosynthèse des neurostéroïdes et dans 

les mêmes champs d’application que les ligands TSPO. Il peut être clivé par les endopeptidases pour 

conduire à deux sous unités actives, le DBI17-50 ou Triakontatétraneuropeptide (TTN) et le DBI33-50 ou 

Octadécaneuropeptide (ODN). Ces deux produits sont préférentiellement retrouvées au niveau des 

neurones tandis que le DBI est également exprimé au niveau des cellules gliales.190 L’ODN a plutôt une 

affinité spécifique pour le récepteur central aux benzodiazépines et le TTN est plus spécifique au 

TSPO. 

 

Figure 47: Séquence du TTN de rongeur 

De par son action sur le BZC, l’ODN a été largement plus étudié que le TTN et des tests de type Ala-

scan (remplacement systématique des acides aminés par des alanines) et de D-scan (remplacement 

des L-acides aminés importants par leur énantiomère D) ont montré que les acides-aminés Thr41 et 

Leu47 étaient essentiels à l’activité biologique sur le BZC. Malheureusement, aucune étude de ce type 

n’a été réalisée sur le TTN. La partie la plus hydrophobe de la séquence du TTN contient la séquence 

Leu26-Phe27-Ile28 qui présente une certaine analogie avec les structures étudiées au paragraphe 

précédent. Cette séquence est conservée à travers les espèces comme les souris, les rats, les bovins et 

l’homme.66 Nous avons donc émis l’hypothèse d’un rôle de cette séquence de trois acides aminés dans 

l’activation du TSPO. 

TQPTDEEMELFIYSHFKQATVGDVNTDRPGLLDLK
17 20 25 30 35 40

TTN (rat) :
45 50

ODN
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Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons synthétisé une série de di- et tri-peptides contenant ces 3 

acides aminés. Ce travail a été effectué en utilisant une synthèse sur support (résine Rink-amide sur 

polystyrène) en stratégie Fmoc (Figure 48). 

 

Figure 48 : Stratégie Fmoc pour la synthèse de petits peptides sur phase solide 

La synthèse sur support solide consiste en une succession de réactions de déprotection puis de 

couplage conduisant à l’élongation d’un chaîne peptidique greffée sur une résine (= support). Le 

peptide désiré est ainsi formé puis clivé en conditions acides dans le cas d’une utilisation de la 

stratégie Fmoc (voir Annexe 1). Les activités des di- et tri-peptides sont présentées dans le tableau 11.  

Entrée Composé Nom Séquence %Prégnénolone 

1 64 RF3205 Ac-Leu-Phe-Ile-NH2 +72 
2 65 RF3204 Ac-Leu-Phe-NH2 +8 
3 66 RF3202 Ac-Phe-Ile-NH2 +18 
4 67 RF3203 Bz-Phe-Ile-NH2 +43 

Tableau 11 : Effet des petits peptides sur la production de prégnénolone 

Le tripeptide Leu-Phe-Ile 64 induit une bonne augmentation de la production de prégnénolone, ce qui 

peut permettre de valider l’hypothèse émise au paragraphe précédent et la délétion de l’isoleucine 

entraine une perte totale d’activité (65, entrée 2), cet acide aminé semble donc essentiel pour activer 

la stéroïdogenèse par le TSPO. Le remplacement de la leucine par un groupement acétyle entraine une 

perte d’activité tandis que le groupement benzyle permet de maintenir une induction de la production 

de prégnénolone (66, entrée 3). En outre, dans le cas de l’utilisation d’un dipeptide Phe-Ile, il semble 

nécessaire d’avoir la présence d’un groupement lipophile ou aromatique en partie N-terminale 

(entrées 3 et 4). Ces résultats préliminaires renforcent l’hypothèse du rôle important de cette 

séquence LFI dans l’activation du TSPO par le TTN. 

2.7.1.  Synthèse de peptides modifiés 

Nous avons synthétisé d’autres dérivés du dipeptide Phe-Ile avec différentes décorations en partie N-

terminale comme des pyrdininoyle, furanoyle, phénylacétyle et benzoyles substitués par des 

méthoxys (Figure 49). 

Afin de réaliser des études structurales sur le TSPO, nous nous sommes intéressés à la possibilité de 

tester l’insertion d’une sonde fluorescente en partie N-terminale de ce peptide. La perte d’activité liée 

à la délétion de l’isoleucine semble indiquer l’importance des interactions possibles avec la partie C-

terminale et pourrait limiter l’insertion d’un bras espaceur de type alkyle sur cette position. Afin de 
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tester la disponibilité de la partie N-terminale, nous avons synthétisé un dérivé présentant une chaîne 

alkyle à 7 chainon en partie N-terminale afin de voir si l’effet de la présence de cette chaîne sur la 

production de prégnénolone. 

 

Figure 49 : Fonctionnalisation N-terminale du dipeptide (FI) 

Pour valider l’importance des résidus Phe et Ile issus de la séquence du TTN, nous avons aussi modifié 

la séquence du dipeptide en échangeant séquentiellement ces deux résidus par d’autres acides 

aminés. 

 

Figure 50 : Changement de séquence du dipeptide 
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La phénylalanine a été remplacée par une tyrosine, une sérine, la phénylglycine et 

l’homophénylalanine tandis que l’isoleucine a été remplacée par une alanine, une valine, une leucine 

ou encore une phénylalanine représentés à la figure 50. 

Tous ces composés sont en attente d’être testés en binding et sur leur capacité à induire la production 

de prégnénolone. Des problèmes de solubilité risquent néanmoins d’être rencontrés avec l’utilisation 

de ces petits peptides hydrophobes. Afin de valider l’hypothèse de fragment actif du TTN, il serait 

nécessaire de réaliser des études de type Ala-scan ou D-scan sur le TTN et d’en tester les effets sur la 

production de prégnénolone. Il pourrait également être intéressant d’étudier la fixation de ce type de 

structures peptidiques avec le TSPO afin de mieux comprendre les interactions possibles entre le DBI 

ou le TTN avec le TSPO. 

Dans cette étude autour des dérivés de phénylalanine, il est intéressant de noter que la présence d’un 

cycle aromatique est essentielle en partie C-terminale mais le remplacement des aromatiques est 

possible au niveau de la chaîne latérale ou en partie N-terminale pour permettre d’augmenter la 

solubilité thermodynamique tout en conservant une activité inductrice de la production de 

prégnénolone.  

Le remplacement de la phénylalanine par une isoleucine semble être un bon compromis entre activité 

et solubilité et la poursuite de cette étude RSA est encore à réaliser dans ce sens. 

En général, le développement d’un projet de chimie médicinale est amorcé à partir d’un ligand 

peptidique endogène et le travail du pharmacochimiste intervient pour s’éloigner de cette structure 

vers des dérivés hétérocycliques permettant de gagner en stabilité et en affinité. Nous avons ici suivi 

un développement inversé, débutant de ligands hétérocycliques peu solubles mais présentant des 

affinités nanomolaires pour le TSPO pour aboutir à des dérivés peptidiques évalués sur leurs activités 

fonctionnelles. Cette démarche originale de retour au peptide n’est pas exclue de limitations qui 

pourraient être rencontrées dans l’idée d’une administration per os. Afin d’anticiper ces problèmes et 

tenter de gagner en solubilité, nous avons entrepris le développement d’une nouvelle famille de 

peptidomimétiques ligands du TSPO basés sur une phénylalanine rigidifiée, intermédiaire entre les 

imidazo[1,2-c]quinazolinones et les dérivés de phénylalanine. 

2.8.  Dihydroquinolinones 

Nous avons vu dans le paragraphe 2.5. que les problèmes de solubilité des imidazo[1,2-

c]quinazolinones sont liés à la planéité du squelette moléculaire et le trop grand nombre de 

plateformes aromatiques sur ces composés. En suivant ces deux règles, nous avons imaginé une 

nouvelle famille de ligands du TSPO : les 3,4-dihydroquinolin-2-ones qui sont structurellement 

proches des phénylalanines mais basées sur les requis structuraux correspondants au pharmacophore 

des imidazo[1,2-c]quinazolinones défini à la figure 51.  
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Figure 51 : Analyse du pharmacophore des Imidazo[1,2-c]quinazolinones et développement des 3,4-dihydroquinazolin-2-

ones 

 

 

Afin d’accéder à ces composés chiraux, nous avons imaginé la rétro synthèse décrite en figure 52 qui 

est basée sur une réaction centrale de cyclisation Pallado-catalysée de la 2-bromophénylalanine en 

dihydroquinolinone. Nous avons réalisé un travail méthodologique pour la mise au point de cette 

réaction de Buchwald-Hartwig, décrit à la partie D, au cours duquel nous avons réussi à déterminer 

des conditions réactionnelles nous permettant de cycliser sélectivement et sans racémisation sur 

l’azote de la partie N-terminale ou C-terminale de la phénylalanine d’un dipeptide 

 

 

 

Figure 52 : Stratégie rétrosynthétique 

Bras espaceur

Chaines alkyle

Accepteurs de liaisons H
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(a) Benzophenone imine, DCM, ta, 3h; (b) 2-bromobenzylbromide, KOH, TBAC, DCM, ta, 4h; (c) HCl, eau, 90°C, 15h; (d) Boc2O, 
NaOH, eau, Dioxane, 0-25°C, 4h; (e) Gycine tert-butyl ester hydrochloride, HATU, DIEA, DCM/DMF (3/1), ta, 30 min; (f) 

Pd2(dba)3, XPhos, BTPP, Dioxane, 65°C, 4h; (g) TFA, DCM, ta, 2h; (h) R1COCl, HNEt2, HATU, DIEA, DCM/DMF (3/1), ta, 2h; (i) 
NaH, MeI, DMF, ta, 1h. 

Figure 53 : Schéma d'accès aux dihydroquinolinones fonctionnalisées 

Afin d’éviter tout problème d’activité lié à la géométrie des composés, nous avons réalisé la synthèse 

en version racémique. L’amine de la glycine protégée par un ester de tert-butyle est condensée avec la 

benzophénone imine pour conduire à une glycine doublement protégée 83. Grâce au fort effet 

électroattracteur des deux protections,  le composé 83 présente un hydrogène α suffisamment acide 

pour être arraché par la potasse en milieu biphasique et réagir avec le bromure de 2-bromobenzyle 

pour former la 2-bromophénylalanine racémique 84.191,192 Celle-ci est ensuite déprotégée en milieu 

acide puis un groupement Boc et une glycine sont greffés en partie N-terminale et C-terminale afin de 

conduire au dérivé 87a, précurseur de la cyclisation par une réaction de Buchwald. L’utilisation du 

Pd2(dba)3, XPhos et BTPP dans le dioxane à 65°C nous permet d’obtenir le composé 88a avec un 

rendement de 65%. Après déprotection, différentes décorations peuvent être insérées au niveau de 

l’azote extracyclique, suivi d’un couplage peptidique avec la diéthylamine pour conduire aux dérivés 

26a-c. Nous avons également alkylé l’azote en position 3 par un groupement méthyle afin de mesurer 

l’effet de l’accepteur de liaisons hydrogène à cette position.  

Nous avons évalué ces composés sur leur capacité à induire la production de prégnénolone chez les 

cellules C6 et leur affinité au niveau de la fraction mitochondriale de glande sous maxillaire de rat, 

effectué chez le Pr. Ostuni du laboratoire de biologie intégrée du globule rouge (INSERM). Ces 

résultats sont présentés dans le tableau 12.  
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Entrée Composé R1 R2 Ki (nM) %Prégnénolone 

1 26a 
 

H 772 -4 

2 26b 
 

H nd nd 

3 26c 
 

H nd -3 

4 26d 
 

Me nd -18 

Tableau 12: Effet des dérivés de dihydroquinolinone sur la production de prégnénolone 

On voit que les dihydroquinolinones sont des ligands du TSPO présentant une affinité submicromolaire 

lors du test de binding sur la fraction mitochondriale de glande sous-maxillaire de rat. Ce résultat est à 

pondérer avec le fait qu’un de nos ligands nanomolaires comme le 55a (Phe) à une affinité diminuée 

sur ce modèle de test de liaison (Ki  = 365 nM) et la même perte d’affinité est retrouvée pour le Ro5-

4864 (Ki  = 94.6 nM) ainsi que le XBD-173 (Ki  = 17.4 nM). L’effet sur la production de prégnénolone est 

quant à lui surprenant puisqu’il s’agit de la première observation de ligands bloquant le transport du 

cholestérol. Il est toutefois nécessaire de reproduire ces résultats lorsque nous aurons terminé de 

mettre au point le test de production de prégnénolone chez les autres lignées cellulaires. 

Entrée Nom 
Solubilité 
(µg/mL) 

1 RF3074 29 
2 NCS1026 4.2 
3 26a 203 
4 XBD-173 3.7 

Tableau 13 : Solubilité du châssis dihydroquinolinone 

Nous avons par contre pu vérifier nos hypothèses quant à la solubilité de cette famille car, sans 

ajouter de fonctions solubilisantes, nous avons réussi augmenter la solubilité d’un facteur 50 par 

rapport au NCS1026. 

3.  Conclusions et perspectives 

Dans ce chapitre nous avons pu aborder une nouvelle manière de développer des ligands du TSPO 

basée sur des tests fonctionnels. Cette démarche est justifiée par la récurrence du manque de 

corrélations entre l’affinité et l’activité de ligands du TSPO. Grâce à l’utilisation de références validées 

de la littérature (SSR-180,575 et XBD-173), nous avons pu comparer l’effet de nos ligands sur des 

modèles de stéroïdogenèse, de production énergétique et de neuroprotection. Des mises au point 
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restent toutefois nécessaires pour valider le transfert de protocole sur d’autres lignées cellulaires. 

Nous avons également pu aborder l’aspect physico-chimique de dérivés actifs par des mesures de 

solubilités, des études de digestion enzymatiques restent néanmoins nécessaires pour continuer à 

étudier cet aspect pratique de la pharmacochimie.  

L’avenir thérapeutique des ligands du TSPO reste cependant très prometteur si l’on arrive à mieux 

comprendre les mécanismes impliqués dans la neuroprotection observée in vitro. Les seules 

références de la littérature testées sur des modèles in vivo sont des dérivés qui se sont montrés peu 

actifs sur les tests in vitro, il serait très intéressant de pouvoir réaliser des études in vivo sur des 

modèles de maladies neurodégénératives afin de mieux apprécier les différences qui ont pu être 

observées in vitro. 
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1.  Introduction 

1.1.  Le paludisme193 

Le paludisme est une maladie parasitaire endémique causée par plusieurs espèces de protozoaires du 

genre Plasmodium. Il s’agit encore d’un énorme problème de santé publique chez les pays en voie de 

développement causant plus de 500 000 morts par an et 198 millions de nouvelles infections chaque 

année.194 Le paludisme est transmis à l’homme par la piqure d’un moustique infecté du genre 

Anopheles.  

 

Figure 54 : Cycle de vie du Plasmodium falciparum
195

 

Le cycle de vie du plasmodium se déroule successivement chez l’homme et chez l’anophèle. Chez 

l’homme, le cycle est divisé en 2 phases : 

- La phase hépatique, correspondant à l’incubation asymptomatique 

- La phase érythrocytaire (sanguine), correspondant aux symptômes cliniques (Figure 55) 

 

Figure 55 : Cycle erythrocytaire
196

 

Les sporozoïtes inoculés par l’anophèle gagnent les hépatocytes où ils se transforment en schizontes 

pré-érythrocytaires. 7 à 15 jours après inoculation, ces shizontes éclatent et libèrent des milliers de 

mérozoïtes dans le sang. Les mérozoïtes pénètrent alors dans les globules rouges et la maturation 
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d’un seul d’entre eux conduit à la destruction de la cellule hôte et au relargage de 8 à 32 nouveaux 

mérozoïtes. Ces derniers infectent de nouveaux érythrocytes et entament un nouveau cycle de 

réplication. Après plusieurs cycles de maturation érythrocytaire, certains mérozoïtes subissent une 

différenciation sexuée sur une dizaine de jours et se transforment en gamétocystes mâles ou femelles 

qui vont circuler dans le système sanguin pendant 10 à 15 jours. Ces gamétocystes sont ingérés par 

l’anophèle lors du repas sanguin et vont pouvoir évoluer en gamètes mâles et femelles pour former 

ensuite un ookinète qui va évoluer en oocyste pour donner des sporozoïtes pouvant infecter 

l’homme.197 

Au niveau des globules rouges, l’infection au Plasmodium falciparum (PF) induit des modifications de 

la membrane plasmique des globules rouges hôtes en y exportant ses propres protéines qui modifient 

les propriétés et la rhéologie de ces cellules.198 

 

Figure 56 : Quinine et analogues 

Les médicaments antipaludéens dérivés de la quinine présentent des propriétés schizonticides par 

accumulation toxique dans la vacuole digestive du parasite après pénétration du globule rouge et du 

parasite intra-érythrocytaire. Cette accumulation inhibe la dégradation de l’hème nécessaire à la 

survie du parasite mais les résistances à ces traitements sont de plus en plus importantes.199 Face à 

cette augmentation des résistances, il est nécessaire de développer de nouvelles molécules capables 

de limiter l’expansion de l’infection, seules ou combinées à d’autres médicaments antipaludiques. 

L’accès à de nouveaux traitements passe par la compréhension des mécanismes d’action des 

composés développés et de leurs cibles biologiques. 

1.2.   TSPO2 et Erythrocytes 

Une nouvelle isoforme du TSPO a récemment été découverte par Fan et al.200 en 2009. Cette isoforme, 

appelée TSPO2 est issue d’un gène diffèrent du Tspo codant pour le TSPO abordé depuis le début de 

ce manuscrit, il s’agit du gène Tspo2. L’équipe à l’initiative de cette découverte a réalisé des études 

phylogénétiques afin de déterminer l’origine de cette isoforme qui conserve tout de même une bonne 

homologie de séquence avec la protéine TSPO native.  

On peut voir dans la figure 57 que le Tspo1 est un gène constitutif fortement conservé au travers de 

l’évolution et des espèces2 tandis que le gène Tspo2 apparait seulement chez les oiseaux et les 

mammifères. Cette découverte suppose que la duplication du gène Tspo1 en Tspo2 est ancienne et a 

eu lieu avant même la séparation des oiseaux et des mammifères. Ils ont également montré que les 
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deux gènes étaient impliqués dans des réseaux de gènes différents, supposant ainsi des fonctions 

différentes ayant évoluées au cours du temps. 

 

 

Figure 57 : Arbre phylogénétique (neighbour joining) de comparaison entre les protéines TSPO et TSPO2 de différentes 
espèces, réalisé par Fan et al.

200
 

A la différence du TSPO1 mitochondrial, la protéine TSPO2 est principalement exprimée au niveau des 

membranes du réticulum endoplasmique et du noyau. On retrouve particulièrement son expression 

au niveau de cellules hématopoïétiques et des érythrocytes. Ces derniers sont hautement spécialisés 

et on retrouve le TSPO2 au niveau de la membrane plasmique des globules rouges.  

Bien que fonctionnellement différent du TSPO1, le TSPO2 a conservé son activité de transporteur de 

cholestérol et reste seul responsable de la régulation du trafic intracellulaire de cholestérol chez les 

hématies.200 Il exprime d’ailleurs toujours le domaine CRAC au niveau de la partie C-terminale de la 

protéine. Par contre, l’affinité spécifique pour le PK-11195 a disparu à cause de la substitution des 

Trp42 et Trp107 par une méthionine et une leucine, ces deux acides aminés étant essentiels pour la 

liaison au PK-11195. Le cholestérol influe sur la fluidité et l’intégrité des membranes et participe ainsi 

à l’élasticité des hématies pour leur permettre de circuler dans certains capillaires étroits. Le 

cholestérol a également un rôle majeur dans le développement des érythrocytes et subit une 

redistribution intracellulaire vers la membrane nucléaire des érythroblastes pour la maturation en 

érythrocytes.201 Une trop grande quantité de cholestérol dans le cytoplasme peut inhiber cette 

maturation. 

Le TSPO1 est capable de faciliter le transport de la protoporphyrine IX (PPIX) à l’intérieur de la 

mitochondrie (voir Partie A -3.2. ) et, malgré sa localisation au niveau des érythrocytes, aucune étude 

n’a porté le regard sur la capacité du TSPO2 à faciliter le transport de la PPIX. Afin d’étudier le rôle du 
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TSPO2, il est nécessaire d’étudier son effet sur le transport des précurseurs porphyriques et l’éventuel 

effet des ligands sur ce transport. 

Le rôle des isoformes du TSPO dans la redistribution intracellulaire du cholestérol semble ainsi établi, 

mais qu’en est-il du transport des précurseurs de l’hème ? Les ligands du TSPO1 ont montré un effet 

protecteur par le biais des neurostéroïdes, est-il également possible d’envisager un rôle protecteur du 

TSPO2 par le biais des neurostéroïdes ou des précurseurs porphyriques ? 

1.3.  TSPO2 et P. falciparum 

Le complexe TSPO2/VDAC est impliqué dans les « New Permeability Pathways » (NPPs), des complexes 

membranaires activés lors de l’infection au P. falciparum et essentiels au cycle de développement 

intra-érythrocytaire du parasite.202 L’expression de ces deux protéines est augmentée dans la 

membrane des globules rouges (GR) infectés, augmentant ainsi la conductance de ces membranes. La 

composition et la fonction de ces NPPs ne sont pas encore établies mais l’administration de ligands du 

TSPO à des concentrations micromolaires induit un blocage de ce changement de conductance et 

entraine l’inhibition de la croissance du parasite.203 

Un projet est en cours de développement avec le Dr. Mariano Ostuni (UMR_S1134 Biologie Intégrée 

du Globule Rouge, INTS, Paris) afin de déterminer comment les changements conformationnels induits 

par les ligands du TSPO peuvent moduler la fonction des canaux NPPs. Nous cherchons ainsi à 

déterminer les éléments structuraux des ligands du TSPO impliqués dans cet effet antiparasitaire pour 

réaliser une optimisation de hit à partir des meilleurs ligands testés. L’équipe de M. Ostuni a pu 

étudier l’expression du TSPO2 et du VDAC dans les membranes des GR, l’impact de cette expression 

sur le transport des précurseurs porphyriques afin de tenter d’établir le mécanisme d’action qui 

conduit à l’inhibition de la croissance du parasite en présence de ligands du TSPO. Dans ce contexte, 

nous avons resynthétisé les substances de référence (Ro5-4864, SSR-180-575) et nous avons envoyé 

une sélection de composés issus des familles imidazo[1,2-c]quinazolinones et phénylalanines pour 

évaluer l’impact de ces différents ligands de TSPO sur l’infection parasitaire.  Ce projet en est encore 

dans sa phase de démarrage, et seuls les premiers résultats préliminaires seront présentés dans ce 

manuscrit. 

2.  Effet des ligands du TSPO sur les GR infectés au P. falciparum. 

La doctorante Irène Marginedas de l’équipe du Dr. Ostuni a travaillé avec des souches du P. falciparum 

présentant des résistances à la Chloroquine (FCR3). Ils ont réalisé des cultures présentant 1 à 5% de 

parasitémie au stade trophozoïte, synchronisés grâce à l’utilisation de sorbitol. Ils ont utilisé ces 

cultures pour déterminer : 

- L’effet de l’infection sur l’affinité des ligands de référence pour le TSPO2 

- L’inhibition de la croissance du parasite induite par les ligands du TSPO 

- L’effet des ligands du TSPO sur le transport du ZnPPIX, un analogue fluorescent de l’hème 

- L’effet de l’accumulation de ZnPPIX sur la production de ROS et la survie du parasite.  
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2.1.  Effet de l’infection sur l’affinité du Ro5-4864 et SSR-180,575 

La taille du complexe impliquant le TSPO2 dans les membranes des GR diminue lors de l’infection au P. 

falciparum (Données non publiées). L’affinité des ligands du TSPO peut être dépendante de la 

composition du complexe protéique dans lequel la protéine translocatrice se trouve.204 L’équipe du Dr. 

Ostuni a ainsi étudié l’effet de l’infection au PF sur l’affinité des ligands de référence Ro5-4864, PK-

11195 et SSR-180,575.  

 

  

Figure 58 : Affinité des ligands du TSPO pour les membranes de GR sains (RBC) et infectés (iRBC) vs [
3
H]PK-11195. 

(Marginedas-Freixa et al. Soumis) 

 

IC50 (µM) 
PK-11195 Ro5-4864 SSR-180,575 

GR sains 1.8 ± 0.5 1.5 ± 0.6 1.7 ± 0.5 
GR infectés 3.5 ± 0.7 9.0 ± 1.1 15 ± 6 

Tableau 14 : IC50 vs [
3
H]PK-11195 des ligands du TSPO pour les membranes de GR sains et infectés. (Marginedas-Freixa et 

al. Soumis) 

Les ligands de référence testés ont des affinités micromolaires pour les membranes de GR sains et 

infectés mais l’infection au PF induit une diminution significative de leur affinité et plus 

particulièrement avec Ro5-4864 et SSR-180,575. Utilisant le [3H]-PK11195 comme sonde radioactive, il 

est assez logique de ne pas observer de décalage d’affinité avec le PK11195 froid.  

 

2.2.  Les ligands du TSPO inhibent la croissance du parasite 

2.2.1.  Ligands de référence 

Les ligands PK-11195, Ro5-4864, Diazépam et flurazépam ont déjà montré un effet inhibiteur de la 

croissance du PF en culture en inhibant la conductance de la membrane des GR infectés, induisant 

ainsi la mort du parasite. L’équipe du Dr. Ostuni a pu réitérer ces résultats en utilisant une souche 

résistante à la chloroquine (souche FCR3). 

A B C
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Figure 59 : Inhibition de la croissance du parasite induite par les ligands du TSPO (souche FCR3). (Marginedas-Freixa et al. 
Soumis) 

Les ligands de référence testés aux concentrations de 10, 30 et 50 µM inhibent d’une manière dose-

dépendante la croissance du PF. L’effet antiparasitaire du SSR-180,575 est plus marqué que pour PK-

11195 et Ro5-4864. Tous les ligands sont capables d’induire la mort du parasite après 2 cycles 

complets de développement parasitaire (96h).  

La réduction de la parasitémie peut résulter d’une inhibition de la croissance intra-érythrocytaire 

et/ou de l’inhibition de l’intégration du parasite par des GR sains. Des analyses de réinfections ont été 

réalisées et aucun de ces ligands n’a montré d’effets significatifs sur la protection contre l’infection de 

GR sains. La parasitémie semble ainsi diminuée par l’inhibition de la croissance intracellulaire du 

parasite, et non par une protection contre l’infection d’autres GR sains. 

2.2.2.  Ligands du laboratoire 

L’effet sur la croissance du parasite de quelques représentants des trois familles imidazo[1,2-

c]quinazolinones, phénylalanines et dihydroquinolinones à 10µM et 50 µM a été testé sur la souche 

FCR3 résistante à la chloroquine par le groupe de M. Ostuni (Figure 60). 

 

Figure 60 : Inhibition de la croissance du PF après 48h (souche FCR3). 
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On peut voir à la figure 60 que certains membres de la famille des imidazo[1,2-c]quinazolinones 

présente une bonne activité inhibitrice de la croissance du PF comparable à l’effet des ligands de 

référence. Plus particulièrement, les dérivés SSR-180,575 et NCS1016 présentent une bonne activité 

inhibitrice à 30 µM au bout de 48h. Les dérivés de phénylalanine et des dihydroquinolinones ne 

présentent pas un effet antiparasitaire très important après 2 jours d’application à 10, 30 ou 50 µM. 

Même si l’ensemble des problèmes de relations structure-activité rencontrés avec le TSPO semblent 

également s’appliquer à l’isoforme TSPO2, l’ensemble de ces résultats montre l’intérêt du 

développement des ligands du TSPO pour la découverte de nouveaux traitements antiplasmodiques.  

2.3.  Les ligands du TSPO modulent le transport de la ZnPPIX 

Le TSPO est connu pour être impliqué dans le transport des précurseurs de l’hème. Bien que cette 

fonction n’ai été caractérisée que pour l’isoforme TSPO1, la localisation érythrocytaire du TSPO2 rend 

possible la conservation de cette fonction à travers l’évolution. Afin de mesurer si le transport des 

analogues de l’hème est stimulé par les ligands du TSPO, il est possible d’utiliser du ZnPPIX, un 

analogue fluorescent de l’hème qui peut être internalisé par les GR infectés par le PF.205 

 

 

Figure 61 : Effet des ligands du TSPO sur le transport du ZnPPPIX chez les GR sains (hRBC) et infectés (iRBC). (Marginedas-
Freixa et al. Soumis) 

 

Quelle que soit l’état infectieux ou sain des GR, les ligands de référence du TSPO stimulent 

l’internalisation du ZnPPIX de manière dose-dépendante. Le SSR-180,575 montre même un effet très 

important à 50 µM par rapports aux autres références de la littérature. 

2.4.  L’accumulation de Zn-PPIX induit une production de ROS 

Les voies métaboliques impliquées dans l’inhibition de la croissance du parasite par les ligands du 

TSPO ne sont pas encore établies mais l’équipe du Dr. Ostuni a testé l’effet des ligands du TSPO sur la 

production de ROS par les GR. 

A B
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Figure 62 : Stimulation de la production de ROS chez les GR sains (hRBC) et infectés au PF (iRBC) après une application de 
ligands du TSPO à 50 µM. (Marginedas-Freixa et al. Soumis) 

On voit ici que l’utilisation in vitro de ligands du TSPO induit une augmentation de la production de 

ROS érythrocytaires de 7 à 13% chez les GR sains et de 12 à 18% pour les GR infectés au PF. Nous 

avons montré dans ce manuscrit l’effet protecteur des ligands du TSPO vis-à-vis du stress oxydatif chez 

les cellules du SNC. Au niveau des GR, on observe un effet totalement inversé d’augmentation du 

stress oxydatif induit par les ligands du TSPO. Ce stress oxydatif pourrait avoir un effet protecteur des 

érythrocytes infectés par le PF en inhibant le développement du parasite intracellulaire.  

2.5.  Discussion 

La fonction du TSPO2 au niveau des GR n’est pas encore totalement déterminée mais ces résultats 

semblent indiquer un rôle dans le transport de l’hème qui est induit par la présence de ligands du 

TSPO. Cet effet sur l’incorporation du ZnPPIX est à l’inverse de celui observé chez le TSPO1, où le 

transport du PPIX est bloqué par la présence de ligands exogènes.206 Les ligands du TSPO induisent un 

stress oxydatif chez les GR par le biais du TSPO2, il s’agit également d’un effet inversé par rapport au 

TSPO1 dont l’impact reste à étudier. 

Ces deux propriétés mises en avant par ces tests permettent de confirmer qu’il existe une voie 

métabolique par l’intermédiaire du TSPO2 qui semble mettre en jeu des mécanismes ioniques202 et 

oxydatifs qui peuvent agir en synergie pour la protection des GR vis-à-vis d’une infection au PF. Cet 

effet protecteur est particulièrement encourageant car il ne dépend pas du parasite et pourrait peut-

être limiter l’apparition de résistances. 

3.  Conclusion 

Le TSPO1 et le TSPO2 semblent être des isoformes qui présentent des propriétés complétement 

différentes. Ces propriétés sont-elles différentes en fonction des complexes protéiques dans lesquels 

ils sont engagés ou seulement dues aux différences entre ces deux protéines ? A l’avenir, il sera 

intéressant de développer des ligands spécifiques du TSPO2 afin de pouvoir mieux comprendre sa 

fonction, sa structure et mode d’action pour essayer de développer de nouveaux traitements 

antipaludiques. 
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1.  Introduction – Etat de l’art 

Nous avons vu dans la Partie B -2.5.  l’intérêt d’utiliser des plateformes hétérocycliques non planaires 

présentant un nombre faible de cycles aromatiques afin d’améliorer les propriétés physicochimiques 

de certains composés intéressants. Nous avons alors décidé de remplacer le scaffold imidazo[1,2-

c]quinazolin-2-one par le châssis moléculaire 3-amino-3,4-dihydoquinolin-2-one qui peut s’apparenter 

à une phénylalanine rigidifiée (Figure 63). 

 

Figure 63 : Coupure de l’imidazo[1,2-c]quinazolinone 

La 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-one est une plateforme moléculaire utilisée dans de multiples 

champs d’application en chimie médicinale comme des antagonistes de la cholécystokinine (C),207 des 

inhibiteurs de l’enzyme de conversion (A),208 des anticoagulants (E)209 ou encore des inhibiteurs de la 

glycogène phosphorylase (B) ou de la dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV) dans le traitement du diabète 

(D) (Figure 64).210–212  

 

Figure 64 : Composés d'intérêt comprenant le squelette 3-amino-3,4-dihydroquinlin-2-one 

Il existe différentes manières d’y accéder, certaines respectant la chiralité de la phénylalanine cyclisée 

et certaines n’en tenant pas compte. Ces méthodes sont présentées ci-après. 

1.1.  Méthodes racémiques 

La première méthode permettant d’obtenir le scaffold 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-one racémique 

a été décrite par Davis et al. en 1975.213 Cette synthèse met en jeu l’o-aminophénylalanine 92 qui 

permet l’accès au lactame 93 par une cyclisation en présence d’une catalyse acide (Figure 65). 
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(a) H2, Pt/C(S); (b) H
+
 

Figure 65 : Méthode décrite par Davis pour accéder aux 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-one
213

 

L’équipe de Zhao214 a décrit l’alkylation d’un dérivé du chlorure de 2-nitrobenzyle par un dérivé 

aminomalonate d’éthyle à chaud (Figure 66). Le nitro 95 est réduit en amine 96, qui est ensuite 

cyclisée par une réaction nucléophile de l’amine sur l’ester pour former le cycle δ-lactame avec un 

rendement de 85%. Le composé 97 est ensuite décarboxylé à chaud pour donner la 3-pipérazinyl-3,4-

dihydroquinolin-2-one 98 dans sa forme racémique. 

 

(a) Chlorure de 2-nitrobenzyle, NaOEt, EtOH, reflux, 15h; (b) H2, 10% Pd/C, 1 atm, EtOAc, ta, 24h; (c) EtOH, reflux, 4h; (d) 20% 
NaOH, MEOH, reflux, 18h. 

Figure 66 : Méthode de Zhao et al. pour accéder au squelette 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-one
214

 

L’équipe d’Albrecht215 utilise la condensation du nitrobenzaldéhyde 99 avec la N-acétylglycine 100 

pour former l’arylisoxazoline résultante 101. En présence d’iodure d’hydrogène et de phosphore 

rouge, le nitro est réduit et l’aniline peut attaquer l’ester cyclique pour libérer de l’acétaldéhyde. La 

réduction in situ de la double liaison intracyclique entraine la formation du squelette 3-amino-3,4-

dihydroquinolinone 102. 

 

(a) AcONa, AcOH, 100°C; (b) P, HI  

Figure 67 : Synthèse selon Albrecht et al. du squelette 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-one racémique
215

 

Pour accéder à des dérivés chiraux, l’équipe de Watthey a décrit la synthèse en version racémique 

puis a formé des diastéréoismères séparables sur colonne chromatographique. Ils ont ainsi pu accéder 

à ces dérivés optiquement purs.216 
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1.2.  Méthodes respectant la chiralité 

Afin d’accéder à ces composés de manière chirale, il est possible d’utiliser la méthode décrite par 

Hulin et al.217 qui consiste en une alkylation énantioslective de la glycine 83 avec le bromure de 2-

nitrobenzyle 103 en présence d’un agent de transfert de phase chiral en milieu biphasique afin 

d’obtenir la 2-nitrophénylalanine 104 énantiomériquement pure. Cette étape est suivie d’une 

hydrogénation catalytique en milieu acide qui réduit le groupe nitro, déprotège les fonctions amine et 

acide carboxylique et cyclise pour donner la 3-amino-3,4-dihydroquinlin-2-one 102 optiquement pure 

(Figure 68). 

 

(a) cat, CsOH.H2O, DCM, -30°C; (b) H2, Pd-C, MeOH, 2M HCl. 

Figure 68 : Synthèse du squelette 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-one par Hulin et al.
217

 

Birch218 décrit cette cyclisation en utilisant du PIFA, une espèce hypervalente d’iode219–221 permettant 

la cyclisation oxydante du méthoxycarboxamide 105 en dihydroquinoline 106 qui peut ensuite être 

déprotégée par hydrogénation de manière quantitative pour donner la 3-amino-3,4-

dihydroquinolinone 102 avec 98% d’excès énantiomérique (Figure 69). 

 

(a) PIFA, TFA, DCM, 0°C, 1.5h; (b) NaHCO3 10% aq; (c), H2, 10% Pd/C, 1 bar, EtOAc; (d) EtOH/Eau, H2, 10% Pd/C, 1 bar, pH 3. 

Figure 69 : Synthèse du squelette 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-one par Birch et al.
218

 

1.3.  Objectifs 

D’après la littérature, des dérivés peptidomimétiques présentant un carbone chiral directement 

branché sur l’azote intracyclique de la 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-one n’ont jamais été décrits 
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(Figure 70). Les cyclisations présentées précédemment nécessitent obligatoirement le passage par une 

amine libre ou une amine substituée par un méthoxy et l’alkylation du squelette ainsi formé ne 

permettrait pas la conservation de la chiralité du carbone greffé. 

 

Figure 70 : 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-one avec un carbone chiral branché sur l’azote endocyclique 

Notre laboratoire a une bonne expérience dans l’utilisation de réactions pallado-catalysées pour 

accéder à des plateformes hétérocycliques. L’utilisation d’une catalyse par les métaux de transitions 

pour cycliser un dipeptide contenant la 2-bromophénylalanine chirale permettrait d’accéder à des 

dérivés peptidomimétiques présentant le scaffold 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-one 107 avec un 

centre chiral sur l’azote endocyclique. Néanmoins, avec ce substrat dipeptidique 87a, deux cyclisations 

différentes peuvent résulter et conduire soit à une dihydroquinolinone 88a dite « C6 » dans ce 

manuscrit, soit une indoline 89a dite « C5 ».  

 

Figure 71 : Cyclisation envisagée 

Nous avons donc décidé d’étudier la réaction de cyclisation d’un dipeptide contenant la 2-

bromophénylalanine par une réaction d’amination pallado-catalysée de type Buchwald-Hartwig afin 

d’évaluer la régiosélectivité de la réaction, et déterminer les conditions réactionnelles permettant 

d’orienter la réaction vers le C5 ou le C6. 

1.4.  Réaction de Buchwald-Hartwig 

La réaction de Buchwald-Hartwig est une réaction de couplage pallado-catalysée permettant de 

former une liaison carbone-azote entre un halogénure d’aryle et une amine, un amide, un carbamate 

ou une urée. Elle met en œuvre un système catalytique composé d’une espèce de Pd(0) et d’un ligand. 

Les ligands utilisés sont généralement des dérivés de phosphine. Le cycle catalytique débute par la 

formation de l’espèce catalytique par fixation du ligand sur le Palladium (Figure 72). Le Palladium(0) 

s’insère ensuite sur la liaison halogène aryle par une addition oxydante. L’amine (ou amide) vient 
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ensuite se fixer à ce complexe puis est déprotonée par une base. La formation de la nouvelle liaison 

carbone-azote intervient lors de l’élimination réductrice qui conduit à la formation du dérivé ArNR1R2 

et l’espèce catalytique LnPd(0). Cette réaction présente 4 étapes clés pour sa survenue : l’addition 

oxydante, l’insertion de l’amine, la déprotonation et l’élimination réductrice.  

 

Figure 72 : Mécanisme de la réaction de Buchwald-Hartwig
222

 

L’espèce de palladium utilisé joue sur la vitesse de formation de l’espèce catalytique. Le Pd2(dba)3 ou 

le Pd(OAc)2 sont classiquement utilisés. 

La nature du ligand utilisé va influer sur la vitesse de l’addition oxydante ainsi que sur la vitesse de 

l’élimination réductrice. Il existe plusieurs catégories de ligands développés pour la réaction de 

Buchwald. La plupart sont des dérivés de phosphine qui peuvent être monodentates ou bidentates.  

Les ligands monodentates du type byarylphosphine sont les plus utilisés et présentent des propriétés 

différentes selon les substituants du biaryle ou ceux sur le phosphore (Figure 73). 

  

Figure 73 : Résumé des effets des décorations sur les phosphines de type biaryle
222

 

La base, par sa nature et son pKa, va être déterminante pour la déprotonation de l’azote et influer sur 

la conduite de la réaction. 
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Figure 74 : Ligands utilisés dans la réaction de Buchwald (non exhaustif) 

Pour les systèmes complexes comme le nôtre, tous ces paramètres nécessitent d’être étudiés afin de 

déterminer les meilleurs conditions réactionnelles pour synthétiser sélectivement le C5 ou le C6. 

2.  Développement de la réaction en phase liquide 

2.1.  Préparation du substrat  

Nous avons décidé de réaliser les essais de mise au point en utilisant un substrat modèle Boc-2BrPhe-

Gly-OtBu 87a qui nous permet d’observer une régiosélectivité en nous affranchissant des contraintes 

stériques potentielles imposées par l’ajout d’un substituant sur la glycine. Pour des raisons de coûts, 

nous avons réalisé la première partie de l’étude en série racémique en synthétisant nous-mêmes la 2-

bromophénylalanine. Pour l’étude en série chirale, nous avons acheté chez la société Chem-Impex la 

Boc-L-2-bromophénylalanine. 

La glycine-OtBu est condensée avec la diphénylimine à froid pour conduire à la base de Schiff 83. 

Celle-ci peut ensuite alkyler le bromure de bromobenzyle en milieu biphasique en utilisant le chlorure 

de tétrabutylammonium comme agent de transfert de phase. Cette méthode a été décrite dans les 

travaux de Nun et al. cependant il est possible d’utiliser un agent de transfert de phase chiral pour 

obtenir des acides aminés chiraux à partir de la glycine.191 Après déprotection de l’imine et de l’ester 

du dérivé 84, la 2-bromophénylalanine 85 obtenue est protégée par un tert-butoxycarbonyle (Boc) 

puis couplée avec la glycine pour conduire au substrat Boc-2BrPhe-Gly-OtBu 87a (Figure 75). 
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(a) Benzophenone imine, DCM, ta, 3h; (b) 2-bromobenzylbromide, KOH, TBAC, DCM, ta, 4h; (c) HCl, eau, 90°C, 15h; (d) Boc2O, 
NaOH, eau, Dioxane, 0-25°C, 4h; (e) Glycine tert-butyl ester hydrochloride, HATU, DIEA, DCM/DMF (3/1), ta, 30min 

Figure 75 : Accès au substrat modèle Boc-2BrPhe-Gly-OtBu 

La Boc-2-bromophénylalanine-glycine-OtBu 87a présente deux fonctions amides pouvant réagir avec 

l’halogénure en condition de Buchwald Hartwig, et nous avons étudié les paramètres réactionnels (Pd, 

ligand, base, solvant, température) permettant une cyclisation régiosélective, soit pour donner le cycle 

à 5 chainons C5 89a, soit le cycle à 6 chainons C6 88a (Figure 71). La première partie de ce travail a été 

réalisée en série racémique. 

2.2.  Screening des conditions 

Afin de déterminer quelle fonction amide réagirait en priorité dans des conditions de Buchwald, nous 

avons débuté l’étude par l’utilisation de conditions classiques d’aminations pallado-catalysées, 

incluant Pd2(dba)3 comme source de palladium, en présence  de carbonate de césium dans le toluène 

à 100°C.223 Nous avons testé en première intention deux ligands classiques de cette réaction, BINAP et 

XantPhos (Figure 74). 

Les résultats de ces premières expériences sont présentés dans le tableau 15. Les dérivés 

dihydroquinolinone 88a et indoline 89a ont été purifiés et caractérisés et nous avons effectué des 

courbes étalons sur HPLC pour pouvoir ensuite doser les produits des réactions par HPLC en utilisant la 

caféine comme étalon externe. L’influence des paramètres réactionnels sur le rendement de chaque 

composé a ainsi pu être facilement évaluée. 

  

Entrée Ligand %C5a %C6a 

1 BINAP 50 22 

2 XantPhos 50 50 

5mol% Pd2(dba)3, 10mol% Ligand, 2eq Cs2CO3, 1,5mL Toluène, 100°C, 24h, 
a
déterminé par HPLC 

Tableau 15 : Résultats préliminaires - conditions classiques de Buchwald 
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Le XantPhos ne joue pas sur la sélectivité et on obtient un ratio 1/1 de C5 et de C6. Le BINAP ne 

semble pas favoriser le déroulement de la réaction puisqu’on observe 50% de C5 et seulement 22% de 

C6. Ces deux ligands bidentates testés ne nous ont pas permis d’observer une sélectivité mais 

l’utilisation de ligands de type biaryle phosphine pourra peut-être jouer sur l’orientation de la 

réaction. 

Screening des ligands 

Afin de vérifier si le ligand influence la regiosélectivité de la réaction, nous avons réalisé un criblage de 

ligands. Nous nous sommes focalisés sur les dérivés de biaryle phosphine, mais nous avons également 

testé d’autres systèmes phosphiniques (PPh3 et analogues, dppb et dppp) ainsi que des imidazoliums 

(Tableau 16). Les structures des différents ligands sont présentées dans la figure 74. 

 

 

Entrée Type Classe Ligand %C5a %C6a 

1 MD PR3 PPh3 3 0 

2 MD PR3 PCy3 4 0 
      

3 BD Bisphosphine dppb 10 4 

4 BD Bisphosphine dppp 11 3 

5 BD Bisphosphine BINAP 50 22 

6 BD Bisphosphine XantPhos 50 50 

7 BD Bisphosphine DPEPhos 68 9 
      

8 MD BiarylPhosphine JohnPhos 6 2 

9 MD BiarylPhosphine CyJohnPhos 14 5 

10 MD BiarylPhosphine XPhos 34 63 

11 MD BiarylPhosphine tBuXPhos 4 1 
      

12 MD BiarylPhosphine SPhos 73 15 

13 MD BiarylPhosphine RuPhos 67 23 

14 MD BiarylPhosphine MeO-SPhos 63 36 
      

15 MD BiarylPhosphine BrettPhos 64 8 

16 MD BiarylPhosphine JackiePhos 80 20 
      

17 MD BiarylPhosphine DavePhos 39 13 
18 MD BiarylPhosphine PhDavePhos 70 11 

19 MD Indole MeIndolPCy2 54 42 
      

20 MD Imidazolium IPr 81 5 

21 MD Imidazolium IAd 0 0 

22 MD Imidazolium IMe-Ph 0 0 

5mol% Pd2(dba)3, 10mol% Ligand, 2eq Cs2CO3, 1,5mL Toluène, 100°C, 24h, 
a
déterminé par HPLC, MD = Monodentate, BD = 

Bidentate 

Tableau 16 : Effet du ligand sur la sélectivité C5/C6 
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Les phosphines simples comme PPh3, PCy3, dppb ou dppp ne permettent pas de réaliser la réaction 

(entrées 1 à 4). L’ajout d’une flexibilité à la structure du XantPhos permet de favoriser le C5 tandis que 

la version rigide n’apporte aucune sélectivité (entrées 6 et 7).  

Les ligands de type biaryle phosphine non enrichis comme le JohnPhos et CyJohnPhos ne permettent 

pas la réaction (entrées 8 et 9). L’addition d’un encombrement stérique sur le phényle inférieur 

favorise le C6 (XPhos, entrée 10). L’utilisation de phosphines présentant un groupement tert-butyle 

sur le phosphore bloque totalement la réaction (entrées 8 et 11). 

L’utilisation de phosphines biaryles riches en électrons est censée favoriser le scope des réactions dans 

lesquelles elles sont engagés.223 Les ligands présentant des substituants composés d’hétéroatomes (O 

ou N), censés augmenter la richesse électronique, favorisent la formation du C5 (entrées 12 à 19). Seul 

le ligand encombré XPhos permet d’accéder majoritairement au C6 et les versions enrichies du XPhos, 

les BrettPhos et JackiePhos,224 orientent la réaction vers la formation du C5.  

Les imidazolium sont des carbènes hétérocycliques non phosphorés chélateurs des métaux de 

transition.225 La version substituée par des isopropyles permet de synthétiser presque exclusivement 

du C5 tandis que les versions encombrées avec des adamantanes ou des triméthylphényles, 

probablement pour des raisons stériques, n’arrivent pas à initier la réaction (entrées 20 à 22).  

D’une manière générale, on observe une réactivité accrue avec les ligands présentant des phényles 

par rapport aux cyclohéxyles sur le phosphore :  

P(Ar)(Ph)2 > P(Ar)(Cy)2 > P(Ar)(tBu)2 

La richesse en électrons des substituants du phosphore est déterminante pour améliorer l’addition 

oxydante, mais la présence de groupements trop riches ralentie en contrepartie l’élimination 

réductrice. Ceci pourrait expliquer les problèmes rencontrés lors de l’utilisation de ligands tert-butyles 

et justifier la meilleure réactivité des ligands phényles par rapport au cyclohéxyles. 

Le XPhos est un ligand hydrophobe encombré et peu électrodonneur et c’est le seul qui permet de 

favoriser la formation du C6. Il n’existe malheureusement pas de ligands commercialement 

disponibles qui présentent également ces propriétés, nous n’avons donc pas pu tester l‘effet de 

ligands encombrés et appauvris sur la sélectivité de la réaction.  

Les palladacycles sont des précatalyseurs au palladium qui libèrent directement l’espèce catalytique 

LPd(0) en milieu basique. Ils améliorent généralement les résultats dans la plupart des réactions 

pallado-catalysées dans lesquelles ils sont engagés (dont couplage de Buchwald-Hartwig).226,227 Nous 

avons tenté d’utiliser des palladacycles de XPhos et de SPhos (Tableau 17). L’utilisation du palladacycle 

de XPhos a diminué la régiosélectivité que nous avions observé en utilisant le couple Pd2(dba)3/XPhos 

tandis que l’utilisation du palladacycle de SPhos a diminué la conversion par rapport au couple 

Pd2(dba)3/SPhos. 



Partie D - Méthodologie de synthèse des 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-ones 

 

-100- 
 

 

Entrée Catalyseur %C5a %C6a 

1 XPhos palladacyle 47 53 

2 SPhos Palladacycle 65 9 

3mol% Palladacyle, 2eq Cs2CO3, 1,5mL Toluène, 100°C, 24h, 
a
déterminé par HPLC 

Tableau 17 : Structures et résultats avec les Palladacycles 

Il n’y a que le XPhos qui nous a permis de favoriser la réaction pour la formation du C6, nous avons 

donc continué à utiliser ce ligand pour optimiser les autres paramètres de la réaction comme la base, 

le solvant, la température et la durée. 

 

Effet du solvant 

De par ses interactions avec le substrat, le solvant peut influer sur la conformation d’un composé en 

solution et donc, dans ce type de réaction, être un paramètre déterminant dans la régiosélectivité. 

Entrée Solvant Polarité relative228 
Concentration  
Molaire (mM) 

%C5a %C6a 

1 Toluène 0.099 73 34% 63% 

2 Dioxane 0.164 73 12% 71% 

3 Dioxane 0.164 146 30% 63% 

4 Dioxane 0.164 36.4 24% 67% 

5 THF 0.207 73 6% 68% 

6 AcOEt 0.228 73 4% 66% 

7 DME 0.231 73 17% 66% 

8 DMF 0.386 73 0% 34% 

9 DMSO 0.444 73 0% 0% 

10 MeCN 0.460 73 0% 47% 

5mol% Pd2(dba)3, 10mol% Ligand, 2eq Cs2CO3, Solvant, 100°C, 24h, 
a
déterminé par HPLC 

Tableau 18 : Effet du Solvant sur la sélectivité C5/C6 

L’utilisation de solvants peu polaires comme le dioxane, le THF, l’acétate d’éthyle ou encore le 

diméthoxyéthane a permis d’obtenir des résultats comparables à ceux du toluène. Les solvants 

polaires tels que le DMF, le DMSO et l’acétonitrile ne favorisent pas la réaction.  Le dioxane est le 

solvant qui nous a permis d’obtenir le meilleur rendement de C6 (71%) et aucune amélioration 

significative n’a été notée lors de la dilution ou de la concentration du milieu réactionnel (entrées 3 et 

4) 
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Effet de la température et de la durée 

Nous avons ensuite étudié l’impact de la température sur le rendement ainsi que sur la sélectivité de 

la réaction de cyclisation (Tableau 15). 

Entrée Température Durée %C5a %C6a 

1 100°C 6 h 35% 65% 

2 80°C 6 h 34% 66% 

3 65°C 6 h 39% 61% 

4 50°C 15 h 51% 49% 

5 40°C 15 h 32% 21% 

5% Pd2(dba)3, 10% XPhos, 2 eq Cs2CO3, 1.5mL Dioxane (73 nM). 
a
déterminé by HPLC 

Tableau 19 : Effet de la température sur la conversion et la sélectivité 

La diminution de la température jusqu’à 80°C pour une durée de 6h n’engendre pas d’effet sur la 

sélectivité observée à des températures et durées supérieures, le C6 est obtenu avec un rendement 

similaire à celui de 24h à 100°C (tableau précédent, 66 et 71%). Par contre, la quantité de C5 obtenue 

à 80°C pendant 6h est supérieure à celle obtenue à 100°C pendant 24h (35 et 12%). Cet écart est 

attribuable à la faible stabilité du Boc sur l’indoline à des températures élevées.  Pour des 

températures inférieures à 65°C, on observe une augmentation du C5 par rapport au C6. Le C5 

semblerait ainsi être favorisé d’une manière cinétique tandis que le C6 serait favorisé d’une manière 

thermodynamique. 

Effet de la base 

Dans la réaction de Buchwald, la base intervient pour arracher le proton après insertion de l’azote sur 

le palladium.222 Il n’est pas nécessaire d’en utiliser 2 équivalents et notre substrat présente un 

hydrogène relativement acide sur le carbone α de la phénylalanine qui pourrait être arraché par une 

base présente en trop grande quantité et ainsi induire la racémisation. Pour observer des effets sur la 

cinétique de la réaction et limiter la racémisation, nous avons fixé la durée à 4h avec 1.1 équivalent de 

base. 

Entrée Base Eq. Conv. %C5b %C6b 

1 Na2CO3 1,1 7% 3% 3% 

2 K2CO3 1,1 26% 12% 14% 

3 Cs2CO3 1,1 80% 39% 41% 

4 K3PO4 1,1 50% 20% 30% 

5 BTPP 1,1 100% 35% 65% 

5% Pd2(dba)3, 10%XPhos, 1.5mL Dioxane, 80°C, 4h, 
b
 determined by HPLC 

Tableau 20 : Effet de la base sur la conversion et la sélectivité 

Les bases inorganiques classiquement utilisées dans la réaction de Buchwald comme les carbonates de 

césium, de potassium ou encore de sodium ne permettent pas de terminer la réaction sur 4h. 

L’utilisation d’une base jamais utilisée dans la réaction de Buchwald, le (tert-Butylimino)-

tris(pyrrolidino)phosphorane (BTPP), a permis d’améliorer la cinétique de la réaction tout en 

conservant la sélectivité. Il s’agit d’une superbase non-nucléophile de type phosphazène et l’utilisation 
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de composés de la même famille dans ce type de couplages n’a été que très récemment décrite.229 Elle 

a un pKa d’environ 17 dans le DMSO et de 28 dans l’acétonitrile.230,231 Malgré cette forte basicité, nous 

n’avons pas observé de racémisation (voir Partie D -2.3. ). L’utilisation d’une base soluble était 

déterminante dans le choix de la base lors du transfert de la réaction sur phase solide expliqué en 

Partie D -3.  

 

Figure 76 : Structure du BTPP 

A la vue de la cinétique rapide liée à l’utilisation du BTPP, nous avons voulu observer son effet à des 

températures plus faibles que 80°C (Tableau 21). 

ntrée Température Conv. %C5b %C6b 

1 80°C 100% 35% 65% 

2 65°C 96% 33% 63% 

3 50°C 44% 10% 25% 

4 40°C 29% 4% 10% 

5% Pd2(dba)3, 10% XPhos, 1,1eq BTPP, 1.5mL Dioxane, 4h, 
b
 determined by HPLC 

Tableau 21 : Effet de la température sur la conversion et la sélectivité 

Il est possible d’utiliser le BTPP sur 4h à 65°C en obtenant une conversion satisfaisante tout en 

conservant le ratio C5/C6.  

 

Screening des palladiums 

Le Pd2(dba)3 est l’espèce de Pd(II) dont l’utilisation est la plus répandue dans la réaction de Buchwald. 

La nature des ligands du précatalyseur peut impacter sur l’efficacité de la formation de l’espèce active 

du catalyseur et jouer sur la cinétique de réaction. Nous avons ainsi testé leur effet sur la cinétique de 

la réaction à 65°C (Tableau 22). 

Entrée Palladium Conv. %C5 %C6 

1 Pd2(dba)3 96% 33% 63% 

2 (Pd(cynamyl)Cl)2 33% 8% 16% 

3 Pd(dppf)Cl2 36% 9% 15% 

4 PdCl2 29% 5% 12% 

5 Pd(OAc)2 35% 8% 18% 

6 [Pd(Cl)(C3H5)]2 44% 11% 23% 

5% (Pd), 10% XPhos, 1,1eq BTPP, 1.5mL Dioxane, 65°C, 4h, 
b
 determined by HPLC 

Tableau 22 : Effet de l'espèce de Palladium sur la conversion et la sélectivité 

Aucune des autres espèces testées n’a été en mesure d’améliorer la cinétique de réaction et seul le 

Pd2(dba)3 nous permet d’obtenir une conversion suffisante au bout de 4h à 65°C.  
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Deuxième screening des ligands  

L’effet du BTPP sur la cinétique de la réaction nous a poussés à évaluer de nouveau l’influence des 

ligands sur la sélectivité en présence de cette base.  

Entrée Ligands Conv. %C5 %C6 

1 XPhos 96% 33% 63% 

2 Sphos 42% 19% 6% 

3 DavePhos 55% 17% 6% 

4 JackiePhos 63% 31% 28% 

5 tBuXPhos 52% 40% 2% 

6 BrettPhos 46% 36% 6% 

7 Cy-cBRIPD 77% 44% 32% 

5% Pd2(dba)3, 10% Ligand, 1,1eq BTPP, 1.5mL Dioxane, 65°C, 4h  

Tableau 23 : Effet du ligand sur la conversion et la sélectivité 

Seul le XPhos a une cinétique favorable pour la réaction par rapport aux autres ligands testés pendant 

4h à 65°C et seulement 1.1 équivalents de BTPP. 

2.3.  Racémisation 

Le but du développement de cette réaction est de réussir à synthétiser des 3-amino-2,4-

dihydroquinoli-2-ones chirales. Il est possible de mesurer la racémisation en utilisant une colonne 

HPLC chirale mais nous n’en disposons pas au laboratoire. Après déprotection, il est toutefois possible 

de faire réagir le C6 formé avec une autre molécule chirale pour obtenir des diastéréoisomères qui 

sont séparables en HPLC. 

Le produit de départ 88a a été synthétisé à partir de la Boc-L-2-bromophénylalanine commerciale afin 

d’obtenir des dérivés optiquement purs. 

Nous avons tenté l’expérience avec différents réactifs chiraux comme des acides aminés mais seul le 

couplage peptidique avec l’acide camphanique nous a permis d’obtenir des diastéréoisomères 

séparables en HPLC classique (Figure 77). 

 

Figure 77 : Couplage avec l'acide camphanique 

Cette synthèse a été réalisée en série L et en série racémique. Après couplage, on obtient le spectre 

HPLC présenté en figure 78. Un seul pic de diastéréoisomère est observé lors de l’utilisation du produit 
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chiral de conformation L tandis que la série racémique présente 2 pics de taille équivalente. La série D 

a également été réalisée mais la Boc-D-2-bromophénylalanine commerciale que nous avons utilisé 

n’était pas optiquement pure et présentait 20% de racémisation avant cyclisation. Néanmoins, ce ratio 

a été conservé après cyclisation. 

L’ensemble de ces résultats montre que nos conditions réactionnelles ne sont pas racémisantes. 

 

Figure 78 : Séparation des diastéréoisomères (noir : série L, bleu : série racémique) 

 

2.4.  Scope de la réaction 

Cette étude a été réalisée sur un dipeptide modèle Boc-2-BrPhe-Gly-OtBu 87a afin de s’affranchir des 

effets stériques et électroniques qui pourraient être liés à une décoration en partie C-terminale. Après 

la mise au point des conditions, nous avons alors synthétisé différents substrats pouvant être cyclisés 

et présentant d’autres acides aminés ou des chaînes carbonées en C-terminal (Tableau 24). 
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Entrée 
Produit 

de départ 
R % C5 % C6 

1a 87a 
 

35 65 

2a 87b 

 

100 0 

3a 87c 

 

91 0 

4 87d 
 

18 82 

5 87e 
 

47 26 

6 87f 
 

45 16 

7 87g 
 

49 23 

8 87h 
 

0 0 

9a 87i 
 

23 77 

10a 87j 
 

60 8 

11a 87k 

 

51 25 

12 87l 
 

14 15 

13 87m 
 

28 20 

14 87n 
 

35 21 

15 87o 
 

65 17 

16 87p 
 

61 22 

17 87q 
 

26 15 

Conditions : 5% Pd2(dba)3, 10% XPhos, 1.1eq BTPP, Dioxane, 65°C, 4h, 
a
Estimé par HPLC 

Tableau 24 : Effet de la substitution C-terminale 

Le passage de la glycine à des acides aminés substitués sur le carbone alpha comme l’alanine et la 

phénylalanine entraine une inversion de la sélectivité établie avec la glycine et favorise la formation 

du C5 (entrées 1, 2 et 3). Le remplacement de la glycine par un méthyle conserve la sélectivité établie 

(entrée 4). De manière surprenante, les homologues supérieurs éthyle et propyle entrainent une 

inversion de sélectivité (entrées 4, 5 et 6). La présence d’un groupe allyle favorise la formation du C5 
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tandis que le propargyle, à cause probablement de sa plus grande capacité à interagir avec le 

palladium, est dégradé lors de la réaction (entrées 7 et 8). La présence d’un acétonitrile permet par 

contre de conserver la régiosélectivité C6 établie avec la glycine (Entrée 9). La substitution par des 

groupements aromatiques encombrés comme le benzyle et le phénéthyle ne permet pas de former le 

C6 lors de la cyclisation (entrées 10 et 11) et l’utilisation de dérivés de pyridine posent les mêmes 

problèmes de régiosélectivité (entrées 12, 13 et 14). Enfin, nous avons essayé de réaliser la cyclisation 

avec des dérivés de type éthyldiméthylamine ou encore des éthers linéaires mais aucun n’a permis de 

favoriser la formation du C6 (entrées 15, 16 et 17). 

Nous n’expliquons pas la différence de réactivité observée lors du passage du méthyle à l’éthyle ou au 

propyle, ces deux derniers présentant la même flexibilité de chaîne latérale que la glycine. Il serait 

intéressant de réaliser une étude théorique sur la conformation de ces dérivés afin de mieux 

comprendre cette différence de réactivité que nous ne pouvons expliquer avec un simple effet 

électronique ou stérique. Des contacts ont été pris avec les Drs. Vincent Robert et Christophe 

Gourlaouen (Laboratoire de Chimie Quantique - UMR 7177) mais une première approche théorique a 

montré des difficultés quant à la faisabilité de l’étude à cause du trop grand nombre de point de 

rotation de notre substrat, ce qui engendre un nombre de conformères très important et rend plus 

difficile la détermination des différents états de transition. 

Nous avons aussi pensé qu’il pouvait y avoir un effet conformationnel du substituant sur l’azote 

pouvant induire la formation d’une pince chélatant le palladium avec le carbonyle de la glycine ou la 

triple liaison du nitrile (entrées 1 et 9) et permettre de favoriser le C6 par rapport au C5. Nous avons 

ainsi testé d’autres décorations C-terminales pouvant potentiellement présenter cette caractéristique 

comme les dérivés d’allyle, de propargyle, de pyridine, d’éther ou encore de diméthylamine. Aucun de 

ces composés n’a permis d’accéder au C6 correspondant, infirmant ainsi cette hypothèse de pince 

chélatante qui permettrait de favoriser le C6 dans certains cas.  

Pour résumer, la plupart des substituants testés, même s’ils n’engendrent pas un fort encombrement 

stérique, bloquent la formation du C6 au bénéfice du C5. Cet effet pourrait être expliqué par la 

conformation trans du doublet libre de l’azote qui pourrait être imposée par l’utilisation de 

groupements moins flexibles que la glycine et rendant ainsi indisponible le doublet pour la formation 

de la liaison avec le palladium après l’addition oxydante.  

Il aurait été intéressant de réaliser le blocage des deux hydrogènes de l’azote en utilisant une double 

protection comme un groupe phtalimide ou un double Boc mais l’effet électroattracteur de ces 

groupements protecteurs aurait rendu très acide le proton alpha de la phénylalanine et contribué à 

l’apparition de racémisation au cours de la cyclisation. Nous avons essayé des systèmes de doubles 

protections présentant moins d’effet électroattracteurs que les amides ou carbamates comme les 

stabases,232 les bases de schiff enrichies233 ou encore les dioxazinane234 mais aucune n’a permis 

d’obtenir un produit stable pouvant être utilisé comme substrat de la réaction de Buchwald (Figure 

79). 
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Figure 79 : Groupements protecteur instables 

Nous avons tout de même tenté la cyclisation d’un dipeptide Phe-Val protégé par la 

Benzophenonimine en partie N-terminale mais nous avons observé d’une part la racémisation et 

d’autre part la formation d’un produit secondaire pouvant résulter de l’attaque de l’amide sur l’imine 

en milieu basique (Figure 80).235 

 

Figure 80 : Réaction secondaire observée lors de la cyclisation avec double protection par une base de Schiff 

3.  Transfert vers la phase solide  

Les réactions pallado-catalysées sur support solide sont de plus en plus utilisées pour la synthèse de 

polymères ou d’hétérocycles complexes.236 L’utilisation conjointe de ces deux technologies permet 

d’obtenir des produits avec une grande pureté après clivage car la plupart des impuretés et sous-

produits sont éliminés lors des lavages successifs. 

L’utilisation de dihydroquinolinones comme peptidomimétiques rigidifiés de la phénylalanine ou 

encore d’indolines pour imiter une proline pouvant induire un β-turn  dans des chaînes peptidiques 

peut présenter un intérêt certain pour accéder à de nouveaux dérivés. Nous avons ainsi essayé de 

transférer les conditions mises au point en phase liquide sur phase solide. 

Le transfert d’une réaction pallado-catalysée sur phase solide impose certaines contraintes liées aux 

lavages par filtration. Il est en effet nécessaire de travailler avec des réactifs solubles, ce qui n’est pas 

le cas des bases inorganiques pouvant être utilisées pour la réaction de Buchwald-Hartwig. Des 

questions de dilutions se posent également puisque les quantités utilisées sur support solide sont 

largement réduites par rapport à la phase liquide, il est donc nécessaire d’adapter la quantité de 

catalyseur utilisée. 

3.1.  Première mise au point 

Nous avons réalisé les premiers essais sur un peptide modèle Ac-SF(Br)V-Rink 108. Cette séquence a 

été choisie pour mimer la présence de chaînes latérales fonctionnalisées encombrantes autour de la 2-



Partie D - Méthodologie de synthèse des 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-ones 

 

-108- 
 

bromophénylalanine. L’objectif était de pouvoir faire une cyclisation de type C6 avec un carbone chiral 

sur l’azote endocyclique. 

Figure 81 : Schéma de la cyclisation du peptide Ac-SF(Br)V-Rink 

La réaction s’effectue en deux étapes après la synthèse du peptide dans son intégralité. La première 

étape est la cyclisation par réaction de Buchwald suivi dans un deuxième temps du clivage de la résine 

et de la déprotection des groupements fonctionnels par le TFA en présence de Triisoprolylsilane (TIS). 

Le TIS est un scavenger des carbocations issus de la déprotection des groupements tert-butyle 

protégeant les alcools et son utilisation limite l’apparition de réactions secondaire de tert-butylation 

durant l’étape de clivage et déprotection au TFA. 

Nous avons utilisé une nouvelle base non décrite pour la réaction de Buchwald, ni en phase liquide, ni 

en phase solide : le BTPP (voir Partie D -2.2. ). Il s’agit d’une base organique liquide qui facilite 

l’utilisation en phase solide puisqu’elle peut être filtrée lors des lavages successifs. Grâce à l’utilisation 

de cette base, nous avons réussi à observer la formation, en petite quantité, du C6 (110) avec un 

carbone chiral sur l’azote endocyclique. De par la géométrie de la chaîne peptidique, cette réaction 

n’est clairement pas favorisée mais elle reste mécanistiquement réalisable. 

 

Conditions : Ac-SF(Br)V-NH2, Pd2(dba)3 50 mol%, Ln 100mol%, BTPP 3 eq, Dioxane, 120°C, 5h. Rendements
 
estimés par HPLC 

Figure 82 : Essais comparés avec le XPhos et le SPhos 

L’utilisation du SPhos sur phase solide permet d’obtenir près de 80% de C5 (109), moins de 10% de C6 

(110) et 12% de produit débromé (111). Ce produit débromé provient d’une réaction secondaire de 

déhalogénation décrite par Buchwald qui apparait lorsque l’amine n’arrive pas à s’insérer sur le 
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complexe Pd(Ar)(Ln)X, le Pd(Ln)X est alors éliminé et remplacé par un hydrogène.222 Sur phase solide, 

le XPhos ne permet pas d’obtenir du C6 et semble favoriser la survenue de cette réaction secondaire. 

On peut penser que le XPhos favorise la formation du C6, mais la rigidité de la chaîne peptidique limite 

l’accès à l’amine, entrainant la formation de la réaction secondaire de déhalogénation et favorise ainsi 

la formation du produit débromé (Figure 82). 

Les réactions pallado-catalysées sur phase solide nécessitent de plus grandes quantités de catalyseurs 

du fait de la très grande dilution. L’utilisation de 10mol% de Pd2(dba)3 avec 20mol% de SPhos ne 

permet pas de terminer la réaction en 5h à 120°C tandis qu’une charge de 50/100 mol% permet de 

terminer la réaction (Figure 83). 

 

Conditions : Ac-SF(Br)V-NH2, Pd2(dba)3, SPhos, BTPP 3 eq, Dioxane, 120°C, 5h. Rendements
 
estimés par HPLC 

Figure 83 : Essais comparés de charge de Pd/Ln 

L’augmentation de la quantité de ligand n’a pas d’effet sur le déroulement de la réaction. Cette 

« grande quantité » de catalyseur est à comparer avec le poids de la résine, en effet, une charge de 

50/100mol% correspond à environ 4 mg de Pd2(dba)3 pour 20 mg de résine fonctionnalisée. 

 

Conditions : Ac-SF(Br)V-NH2, Pd2(dba)3 50mol%, SPhos 100mol%, BTPP, Dioxane, 120°C, 5h. Rendements
 
estimés par HPLC 

Figure 84 : Essais comparés sur la quantité de base 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

10/20 50/100 50/150

Charge Pd/Ln

SM C5 C6 Débromé

0%

20%

40%

60%

80%

100%

1,5 eq 3 eq 5 eq

Quantité de BTPP

SM C5 C6 Débromé



Partie D - Méthodologie de synthèse des 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-ones 

 

-110- 
 

Du fait du grand nombre de fonctions amides présentes sur cette résine Rink-Polystyrène 

fonctionnalisée, il aurait été possible qu’une partie de la base utilisée soit neutralisée. L’augmentation 

de la quantité de base augmente l’apparition du produit débromé (Figure 84). 

La diminution de la température entraine une diminution de la quantité de C5 récupérée au bénéfice 

du produit débromé tandis qu’une augmentation de cette température jusqu’à 160°C induit une 

diminution de la réaction secondaire au profit de la formation de la cyclisation en C5.  La quantité de 

C6 observée reste stable malgré ces variations (Figure 85). 

 

Conditions : Ac-SF(Br)V-NH2, Pd2(dba)3 50mol%, SPhos 100mol%, BTPP 1.5 eq, Dioxane. Rendements
 
estimés par HPLC 

Figure 85 : Essais comparés sur la température et la durée 

A 160°C, la durée de la réaction peut être réduite jusqu’à 5 minutes sans modifier la proportion des 

produits formés. Après précipitation dans l’éther, le chromatogramme HPLC est propre et aucune 

racémisation des produits finaux n’a été observée malgré l’utilisation de températures assez élevées 

(Figure 86). 

 

Figure 86 : Après clivage et précipitation à l'éther - Ac-SF(Br)V-NH2 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

100°C 120°C 140°C 160°C

Effet de température sur 5h

SM C5 C6 Débromé

0%

20%

40%

60%

80%

100%

5h 30min 10min 5min

Effet de la durée à 160°C

SM C5 C6 Débromé

C5 C6

Débromé



Partie D - Méthodologie de synthèse des 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-ones 

 

-111- 
 

Dans la plupart des conditions testées, le C5 est largement favorisé sur ce substrat Ac-SF(Br)V-NH2 108 

et la formation du C6 est aussi possible mais largement défavorisée par la présence d’une chaîne 

latérale isopropyle sur l’acide aminé en position C-terminale par rapport à la 2-bromophénylalanine. 

Afin de vérifier que cette régiosélectivité était bien due à la présence de la valine, nous avons testé la 

cyclisation d’un hexapeptide ne présentant pas d’encombrement stérique sur les acides-aminés 

entourant la 2-bromophénylalanine : GSGF(Br)GV-Rink 112 (Figure 87). 

 

Conditions : GSGF(Br)GV-Rink, 50% Pd2(dba)3, 100% Ligand, 1.5eq BTPP, Dioxane, 160°C, 5min. Rendements
 
estimés par HPLC 

Figure 87 : Cyclisation de l’hexapeptide GSGF(Br)GV-Rink 112 

Lorsque l’acide aminé en partie C-terminale de la 2-bromophénylalanine ne comporte pas de chaîne 

latérale, il y a une flexibilité suffisante de la chaîne peptidique pour que la cyclisation en C6 soit 

favorisée avec l’utilisation du XPhos et ainsi retrouver des résultats comparables avec ceux de la phase 

liquide. Avec le SPhos, le C5 se trouve même moins favorisé qu’en phase liquide. Aucune trace de 

débromé n’a été observée, ce résultat peut indiquer que le débromé obtenus dans la cyclisation du 

peptide Ac-SF(Br)V-Rink 108 pourrait provenir d’une cyclisation en C6 qui n’a pas pu être terminée à 

cause du manque de flexibilité de la chaîne peptidique dû à la présence de chaînes latérales sur les 

acides aminés entourant la 2-bromophénylalanine. 

 

Débromation 

Nous nous sommes demandé si la réaction de débromation intervenait lors de la montée en 

température à l’intérieur du tube de réaction, qui peut être assez lente sur plaques chauffantes même 

préchauffées. L’utilisation d’un chauffage aux micro-ondes pourrait permettre de monter plus 

rapidement en température mais le milieu réactionnel est très hétérogène et un dépôt de palladium 

non solubilisé sur les parois du tube peut entrainer son explosion, il n’a donc pas été possible 

d’explorer cette voie. 
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Conditions : Ac-SF(Br)V-NH2, Pd2(dba)3 50mol%, SPhos 100mol%, Base (eq), Dioxane. Rendements
 
estimés par HPLC 

Figure 88 : Nature de la base (quantité). 

Nous avons voulu tester si l’apparition de ce produit débromé était due à la base utilisée. La réaction 

lancée sans base génère 50% de produit débromé, ce résultat correspond à la survenue de l’addition 

oxydante avec tout le palladium mais l’absence de base ne permet pas l’élimination réductrice, 

entrainant la réaction de déhalogénation lors du lavage de la résine. L’utilisation de bases trop faibles 

pour déprotoner l’azote avant l’élimination réductrice induit le même effet. Nous avons voulu 

diminuer la quantité de produit secondaire en essayant différents paramètres : ordre d’addition des 

réactifs, type de résine ou humidité présente dans la résine. L’ordre d’addition des réactifs n’a rien 

changé à la survenue de cette réaction secondaire. Les résines PEG ou polystyrène présentent le 

même taux de produit débromé après cyclisation, qu’elles soient ou non lyophilisées avant la 

manipulation. L’origine de ce produit débromé provient surement des impuretés pouvant rester à 

l’intérieur des billes de résine et il est impossible de contrôler cet effet dû à la porosité. On peut aussi 

penser qu’il peut s’agir du manque de flexibilité imposé par la chaîne peptidique et ne facilite pas 

l’insertion de l’amide en C-terminal de la 2-bromophénylalanine sur le Palladium, entrainant ainsi la 

survenue de cette réaction secondaire. 

Problèmes de reproductibilité 

Toutes ces réactions ont été lancées conjointement avec le Dr. Christelle Doebelin jusqu’en juillet 

2014 avec des résultats similaires mais nous nous sommes heurtés à des problèmes de 

reproductibilité lorsque le pot de Pd2(dba)3 que nous utilisions a été remplacé par un neuf. Il nous a 

alors été totalement impossible de reproduire les rendements obtenus lors de la mise au point décrite 

précédemment. Nous avons relancé la réaction en utilisant un à un tous les pots de Pd2(dba)3 que nous 

avons pu trouver au sein de la faculté de pharmacie, mais aucun d’entre eux ne nous a permis de 

retrouver les résultats établis avant l’été 2014, pourtant validés par deux personnes différentes.  Il 

existe des publications annonçant que l’espèce catalytique « utile » identifiée dans un pot de 

Pd2(dba)3 pouvait être les nanoparticules de palladium issues de sa solubilisation.237 Nous avons 

essayé de reproduire des nanoparticules de différentes sources de palladium238 mais cela n’a pas 

fonctionné et l’utilisation d’un produit commercial est au-dessus de nos moyens. Il pourrait également 
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être possible que les rendements obtenus jusque-là aient pu être dus à une contamination du pot de 

Pd2(dba)3 par un autre métal non identifié. Nous avons alors abandonné ces résultats et tenté de 

réaliser une autre mise au point. 

3.2.  Deuxième mise au point 

Nous avons donc repris le projet de cyclisation sur phase solide afin de déterminer de nouvelles 

conditions permettant de terminer la réaction sur le tetrapeptide GSF(Br)V-Rink (112). La présence 

d’une glycine en partie N-terminale permet de faciliter la précipitation du peptide dans l’éther. 

Buchwald a décrit que pour certains couplages difficiles il était intéressant d’utiliser le tBuXPhos 

préactivé à haute température dans un vial à part en présence de Pd(0) et de la base.239 Ce 

précatalyseur est ensuite plus actif et permet le couplage avec un plus grand nombre d’amines ou 

d’amides. Nous avons essayé de préactiver le catalyseur en utilisant le SPhos et le tBuXPhos (Figure 

89). 

 

 

Conditions : GSF(Br)V-Rink 50% Pd2(dba)3, 100% Ligand, 1.5eq BTPP, Dioxane, 120°C, 15h. Rendements
 
estimés par HPLC 

Figure 89 : Essais de préactivation du catalyseur et cyclisation de GSF(Br)V-Rink 109 

 

La préactivation du SPhos et du Pd2(dba)3 n’apporte pas de différence et la réaction ne se fait pas. 

Lorsqu’on utilise du tBuXPhos, on observe un bon effet de conversion. La reproduction sans 

préactivation a permis d’obtenir les mêmes résultats, la conversion observée avec le tBuXPhos n’est 

donc dû qu’à la seule nature du ligand. Cependant, nous n’arrivons pas à observer la formation du C6 

avec ces nouvelles conditions catalytiques. 

Nous avons observé des problèmes d’agrégation dus à l’hydrophobicité de nos peptides, nous avons 

donc réalisé la suite des expériences en utilisant des peptides contenant des résidus de lysine afin 

d’éviter ce phénomène. Afin de vérifier que la cyclisation est bien possible, nous avons étudié les 

peptides GKSF(Br)VK-Rink 113, encombré, et GKSF(Br)GK-Rink 114, non encombré en C-terminal de la 

2-bromophénylalanine.  
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Conditions : Peptide, 50% Pd2(dba)3, 100% tBuXPhos, 1.5eq BTPP, Dioxane, T°C, 15h. Rendements
 
estimés par HPLC 

Figure 90 : Cyclisation des peptides GKSF(Br)GK-Rink 113 et GKSF(Br)VK-Rink 114 

On peut voir à la figure 90 que la cyclisation est largement favorisée par l’abscence de chaîne latérale 

sur l’acide aminé en C-terminal de la 2-bromophényallanine. La présence de la glycine à droite de la 2-

bromophénylalanine favorise la cyclisation du peptide GKSF(Br)GK-Rink 113 en C6 à 120°C et 

l’utilisation d’une température moins élevée favorise la formation de produit débromé. 

Dans le dioxane, quelle que soit la température de réaction, aucune trace du C6 n’a été observée lors 

de la cyclisation du peptide GKSF(Br)VK-Rink 114. Le composé C5 est obtenu avec un rendement de 

20% et le produit de départ est largement majoritaire. La quantité de produit débromé augmente 

aussi lorsque la température diminue.  

 

Conditions : GKSF(Br)VK-Rink, 50% Pd2(dba)3, 100% tBuXPhos, 1.5eq BTPP, 120°C, 15h. Rendements
 
estimés par HPLC 

Figure 91 : Effet du solvant sur la cyclisaton du GKSF(Br)VK-Rink 114 

Le solvant a un effet sur l’enroulement du peptide GKSF(Br)VK-Rink 114 qui permet de faciliter l’accès 

du catalyseur au bromure d’aryle, mais il a également un effet sur la formation du produit débromé. 

Seule l’utilisation de tBuOH à 120°C sur la nuit permet de terminer la réaction mais aucune trace de C6 

n’a été observée et la part de produit débromé est très importante. 

Ces nouvelles conditions ne nous permettent plus d’observer la formation du C6 ni d’accéder au C5 

avec des rendements satisfaisants. Nous n’avons pas réussi à optimiser les conditions permettant de 
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synthétiser sur support solide une dihydroquinolinone présentant un carbone chiral sur l’azote 

endocyclique.  

Bien que nous n’ayons pas réussi à reproduire les résultats obtenus lors de la première mise au point, 

il s’agissait tout de même du premier exemple de la faisabilité de ce type de structures. Cette 

cyclisation observée sur phase solide en utilisant ce pot dégradé de Pd2(dba)3 nous fait nous interroger 

sur la nature de la réaction qui a été mise en jeu, s’agissait-il réellement d’une réaction de Buchwald ? 

Quelles impuretés ou produits de dégradation présents dans le flacon ont permis cette cyclisation ?  
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1.  Introduction : généralités sur les Phosphodiestérases 

Il existe plus de 12 familles de Phosphodiestérases (PDE) des nucléotides cycliques qui ont comme 

substrats l’AMPc et le GMPc. Ces derniers sont des messagers intracellulaires impliqués dans la 

régulation de nombreuses fonctions biologiques et la seule voie physiologique de leur hydrolyse est 

assurée par les PDE. Selon la famille de PDE impliquée, l’AMPc ou le GMPc sont sélectivement 

hydrolysés en AMP5’ ou GMP5’, respectivement. Ces familles sont différenciées par leur structure 

primaire, leur spécificité au substrat ainsi que leur sensibilité à des modulateurs endogènes ou 

exogènes.240,241 Il existe également des sous-types de chaque famille de PDE mais qui ne seront pas 

abordés dans ce manuscrit. 

Les inhibiteurs des PDE provoquent ainsi une augmentation de la quantité intracellulaire d’AMPc ou 

de GMPc qui peut agir dans différentes affections telles que les maladies inflammatoires ou auto-

immunes.  

Les 5 premières familles sont les plus étudiées et leurs caractéristiques sont résumées dans le tableau 

25. Il existe de nombreux médicaments ayant l’inhibition des PDE pour mécanisme d’action.240,242–247 

Famille Tissus Implications pharmacologiques 

PDE1 Cerveau, cœur, muscles lisses, testicules Athérosclérose, cancer, troubles de la mémoire 

PDE2 
Cerveau, cœur, foie, endothélium, 

plaquettes 
Acné, anti-arythmique, anti-thrombique, anti-tumoral, 

sédatif 

PDE3 
Cœur, muscles lisses, foie, adipocytes, 

plaquettes 
Antihypertenseur, anti-thrombique, bronchorelaxant, 

insuffisance cardiaque. 

PDE4 
Cerveau, cœur, muscles lisses, poumons, 

endothélium, cellules inflammatoires 
Anti-thrombique, asthme, cancer, dépression, dommages 

neuronaux, inflammation, ischémie. 

PDE5 
Poumons, Muscles lisses, corps 

caverneux, plaquettes 
Acné, adhésion plaquettaire, athérosclérose, douleurs 

neuropathiques, hypertension vasculaire, impuissance. 

Tableau 25 : Effets pharmacologiques et répartition tissulaire des cinq premières familles de PDE 

En France, il n’existe pas d’inhibiteurs de la PDE1 disponible sur le marché mais la vinpocétine est 

utilisée dans les médecines alternatives comme agent nootropique. Elle provient de l’hémisynthèse à 

partir de la vincamine extraite de la petite pervenche (Vinca minor). L’inhibition de la PDE1 entraine 

une vasodilatation qui améliore le flux sanguin cérébral chez les patient ayant subi un choc 

ischémique.248 

Il n’existe actuellement aucun inhibiteur sélectif de la PDE2 disponible pour une utilisation clinique 

mais l’utilisation d’inhibiteurs sélectifs comme l’EHNA a permis d’identifier son rôle dans la régulation 

des voies de signalisation faisant intervenir l’AMPc ou la GMPc. Plus spécifiquement, elle intervient au 

niveau des cellules du myocite ventriculaire, en action conjointe avec la PDE3, pour réguler le courant 

calcique.249 Au niveau des plaquettes, la régulation du taux de GMPc lié à l’activité de le PDE2 a un 

effet sur l’agrégation plaquettaire.250 Dans le cerveau, elle est largement surexprimée dans les 

neurones du cortex cérébral et de l’hippocampe et participe à la régulation du GMPc. L’inhibition de la 

PDE2 améliore la dépolarisation à long-terme de certains neurones sans affecter la transmission 

synaptique basale.251 Au niveau des cellules endothéliales des capillaires veineux, la PDE2 semble 

réguler les phénomènes d’extravasation dans les réponses inflammatoires.252 
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Figure 92 : Inhibiteurs des PDEs 

Il existe de nombreux inhibiteurs de la PDE3 pouvant être utilisés dans le traitement de l’insuffisance 

cardiaque par effet vasodilatateur (Amrinone, Milrinone, Enoximone) ou de la claudication 

intermittente par un effet vasodilatateur artériel au niveau des membres inférieurs couplé à un effet 

antiagrégant plaquettaire (Cilostazol, approuvé par la FDA).241 La PDE3 est également impliquée dans 

la maturation des ovocytes et son inhibition entraine un blocage de l’ovogénèse au stade de vésicule 

germinative.253,254 

La PDE4 a été largement plus étudiée que les autres sous-familles de PDE et l’inhibiteur prototypique 

rolipram présente un profil pharmacologique intéressant pour le traitement de l’anxiété ou la 

dépression, la schizophrénie,255,256 les maladies neurodégénératives comme les maladies de Parkinson 

et d’Alzheimer257 ou la sclérose en plaque.258 Des recherches sont également en cours pour l’utilisation 

d’inhibiteurs de la PDE4 dans les maladies inflammatoires comme la bronchopneumopathie chronique 

obstructive (BPCO), l’asthme ou l’arthrite rhumatoide.259 Malheureusement, le sous-type PDE4D  est 

exprimé au niveau de l’area postrema et son inhibition entraine des effets secondaires émétisants qui 

limitent l’utilisation clinique des inhibiteurs de première génération comme le roplipram. Une 

nouvelle génération d’inhibiteurs de la PDE4 est en cours de développement pour le traitement de la 

BPCO (cilomilast et roflumilast) et présentent une affinité réduite pour la PDE4D, diminuant ainsi 

l’effet emetisant.260 
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La PDE5 est impliquée dans la régulation de la contraction des muscles lisses par la régulation du 

GMPc et on la retrouve principalement au niveau du pénis et des poumons. Les inhibiteurs de la PDE5 

sont utilisés dans le traitement du dysfonctionnement érectile et des études ont montré un effet dans 

l’hypertension pulmonaire.261,262 Récemment, il a été démontré que des inhibiteurs de la PDE5 avaient 

aussi des effets sur les douleurs neuropathiques ainsi que sur les résultats cognitifs liés à la maladie 

d’Alzheimer.263,264  

2.  Du TSPO aux PDEs 

Le laboratoire d’innovation thérapeutique a un long historique dans la synthèse de benzodiazépines 

comme inhibiteurs des phosphodiestérases. Notre équipe a essayé de développer des inhibiteurs des 

PDEs 2 et 4 dans le but de traiter les affections psychiatriques comme la schizophrénie, la dépression 

ou l’anxiété mais se sont heurtés aux problèmes de l’effet émétique. Ils ont travaillé sur des dérivés de 

1,4-benzodiazépinones et réalisé des profils de sélectivité de composés de la littérature présentant ce 

squelette et d’autres dérivés présentant des scaffolds et décorations proches. On peut voir dans le 

tableau 26 que le Ro5-4864, ligand de référence du TSPO, présente une IC50 de 6 µM pour la PDE5. 

 

 

 

 

Figure 93 : Composés testés sur les PDEs 2 à 5 
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 %inhib à 10µM ou IC50 (µM) 

Entrée Composé Nom PDE2 PDE3 PDE4 PDE5 

1 115 Rolipram ns ns 1.1 Ns 
2 116 Papavérine 5.7 2.7 2.8 9 
3 117 AAL 198 ns 15 0.8 40 
4 4 PK-11195 106 ns 74 203 
5 118 β-CCM - - 103 13 
6 1 Diazépam 41 ns 14 11 
7 3 Ro5-4864 - ns 13 6 
8 119 Tofisopam 0.9 5.9 0.7 37% 
9 120 Girisopam 4 22% 3 12 

ns : IC50 > 200µM 

Tableau 26 : Inhibiteurs de PDE 

La PDE5 intervient dans la régulation de la contraction et de la relaxation des muscles lisses au travers 

de la voie NO/GMPc. Le protoxyde d’azote (NO) secrété dans l’environnement cellulaire active la 

guanylate cyclase qui va contribuer à augmenter la concentration intracellulaire en GMPc. Ce dernier 

va alors activer les canaux ioniques des nucléotides cycliques (CNG) ainsi que la protéine kinase G, qui 

vont induire une diminution de la concentration intracellulaire en ions Ca2+ et provoquer la relaxation 

du muscle lisse. La PDE5 régule alors cette voie en contrôlant la dégradation du GMPc, et donc sa 

concentration intracellulaire (Figure 94).261 C’est ce mécanisme qui est impliqué dans le traitement des 

dysfonctionnements érectiles par les inhibiteurs de la PDE5 comme le sildénafil ou le tadalafil. 

 

 

Figure 94 : Voie de signalisation du NO/GMPc
261

 

A la vue de l’affinité du Ro5-4864 et des autres dérivés de benzodiazépines, nous avons décidé de 

développer, en collaboration avec le Pr. Claire Lugnier, des dérivés de la famille des 1,4- ou 2,3-

benzodiazépines comme inhibiteurs de la phosphodiestérase 5 dans le but de traiter les douleurs 

neuropathiques. 
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2.1.  Analyses et stratégies 

En observant le tableau 26 on peut extraire un motif général des composés capables de bloquer 

l’activité enzymatique des PDE (représenté en figure 95). 

 

 

Figure 95 : Motif 121 

En se basant sur cette observation, nous avons modifié les décorations et le squelette du Ro5-4864 

comme présenté à la figure 96. On peut déterminer 4 zones à étudier :  

- La partie « Nord » de la molécule, avec différentes alkylations en position 1  

- La partie « Est » peut être explorée avec différentes décorations sur le carbone 3 hybridé 

sp3 afin de tester l’effet d’un encombrement sur cette position ou le changement de 

scaffold vers des 2,3-benzodiazépines 

Les parties « Sud » et « Ouest » ont été explorées avec des substitutions des positions aromatiques.  

 

 

Figure 96 : Modifications effectuées autour du Ro5-4864 

2.2.  Modifications sur les 1,4-Benzodiazépin-2-ones 

Les voies de synthèse de dérivés des 1,4-benzodiazépin-2-ones sont largement décrites dans la 

littérature et dans d’anciens travaux du laboratoire. Nous nous sommes inspirés des travaux de thèse 

du Dr. Christophe Salomé pour accéder à ces composés.265 Nous avons également pu accéder à des 

composés déjà présents dans la chimiothèque interne au laboratoire. 
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2.2.1.  Méthodes générales de synthèse 

2.2.1.1.  Exploration des substituants en position 1 (Nord) 

Pour étudier l’effet d’une substitution du Ro5-4864 en position 1, il est possible d’accéder aux 1,4-

benzodiazépinones par la condensation de la 2-amino-4’,5-dichlorobenzophénone 36 avec le glycinate 

d’éthyle (Figure 97).  

 

 

Conditions : (a) pyridine, 116°C, 15h; (b) NaH, R1X, DMF, 0°C à ta, 1 à 12h; (c) NaOH, R1X, Aliquat 336, toluène, 25 à 80°C, 48h; 
(d) NaOH, Ethanol/Eau, 2h, ta; (e) Chloroformate d’isobutyle, diméthylamine, DIEA ou N-méthylmorpholine, DCM, 2h, 0°C 

  Figure 97 : Synthèse de composés substitués en position 1 

 

Entrée Composé R Conditions Rdt 

1 3 
 

A 83% 

2 122a 
 

A 99% 

3 122b 
 

B 37% 

4 122c 
 

A 98% 

5 122d 
 

A 96% 

Conditions A : NaH, RX, DMF, 0°C à ta, 2h. 

Conditions B : NaOH, RX, Aliquat 336, toluène, 25 à 80°C, 16h. 

Tableau 27 : Différentes méthodes d’alkylation de l’amide 



Partie E - Benzodiazépines dans l’inhibition de la PDE5 

 

-123- 
 

Pour des halogénures d’alkyls suffisamment électrophiles, la réaction d’alkylation s’effectue 

facilement avec des conditions classiques mettant en œuvre l’hydrure de sodium. Pour les 

halogénures moins réactifs comme le bromure d’isobutyle, nous avons utilisé une méthode alternative 

d’alkylation en milieu biphasique avec de la soude et permettant de pallier au manque de réactivité de 

cet halogénure (Tableau 27).266 

2.2.1.2.  Exploration des substituants en position Sud et Ouest 

 

 

(a) NaH, MeI, DMF, 0 à 25°C, 12h; (b) Glycinate d’éthyle HCl, Pyridine, reflux, 4h; (c) AcOH, 130°C, 12h 

Figure 98 : Synthèse du scaffold 1,4-benzodiazépin-2-ones 

La synthèse des 1,4-benzodiazépin-2-ones présentant un groupement méthyle en position 1 débute 

par l’alkylation de l’anhydride isatoïque 124 à l’aide de l’iodure de méthyle en présence d’hydrure de 

sodium. Après cette alkylation, le scaffold 1,4-benzodiazépinone 126 est constitué par la condensation 

du glycinate d’éthyle en présence de pyridine, suivie par une cyclisation dans l’acide acétique. Cette 

méthode permet d’alkyler facilement l’azote en position 1 et ne présente qu’un faible nombre 

d’étapes pour accéder au squelette 1,4-benzodiazépin-2,5-dione 126. 

 

 

(d) ArB(OH)2, Na2CO3, Pd(PPh3)4, Toluène/Ethanol/Eau, 100°C, 2h. 

Figure 99 : Insertion de décorations en partie ouest 

 

Selon les substitutions souhaitées, il est possible de réaliser une réaction de Suzuki sur l’atome de 

brome présent en position 7 du composé 126b. Selon l’acide boronique utilisé, on peut insérer 

différents substituants comme des phényles diversement substitués. La convergence de cette 

synthèse permet une exploration facile de dérivés substitués en position 5 mais ne facilite pas l’accès 

à des bibliothèques de composés dérivés en position 1 et en position 3.  
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(e) POCl3, DMA, Toluène, 90°C, 2h; (f) ArB(OH)2, K2CO3, Pd(OAc)2, SPhos, Toluène, 100°C, mw, 15min 

Figure 100 : Insertion d'une plateforme aromatique en position 5 

 

L’activation de la fonction amide en position 5 de 126 ou 127 est réalisée par la formation d’un 

iminochlorure sous action du POCl3 dans le toluène à chaud.267 Il peut servir de substrat à la réaction 

de Suzuki qui permet d’insérer différents groupements phényles substitués au niveau de la position 5 

comme le Ro5-4864 ou le Diazépam (Figure 100, A). Selon les décorations présentes en position 7, 

l’iminochlorure formé est plus ou moins stable et l’utilisation de conditions classiques de Suzuki 

(ArB(OH)2, Na2CO3, Pd(PPh3)4, Toluène/Ethanol/Eau, 100°C, 2h) mène toujours à l’hydrolyse de 

l’iminochlorure en amide à cause de la présence d’eau. Pour limiter cette hydrolyse, nous avons utilisé 

des conditions anhydres avec chauffage aux micro-ondes (ArB(OH)2, K2CO3, Pd(OAc)2, SPhos, Toluène, 

100°C, mw, 15min) et obtenu des rendements plus ou moins bons selon la décoration en position 7. 

Les mauvais rendements correspondent à l’hydrolyse de l’iminochlorure avant la réaction aux micro-

ondes (Tableau 28). 

Lors de ce couplage de Suzuki avec les acides 4-chlorophenylboroniques, le chlore présent sur 

l’aromatique couplé réagit avec un second acide boronique pour conduire aux dérivés biaryles 

présentés en figure 100, B. 
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Entrée Composé R Ar Rendement 

1 128a Cl 

 

46% 

2 128b Cl 

 

22% 

3 128c 

 
 

19% 

4 128d 

 
 

5% 

5 128e 

 
 

32% 

6 128f 

 
 

11% 

1) POCl3, DMA, Toluène, 90°C, 2h; 2) ArB(OH)2, K2CO3, Pd(OAc)2, SPhos, Toluène, 100°C, mw, 15min 

Tableau 28 : Rendements obtenus lors de l’activation en iminochlorure puis couplage de Suzuki 

Grace à ces synthèses décrites en 2.2.1.1. et aux composés déjà présents dans la chimiothèque du 

laboratoire, nous avons pu étudier l’effet des différentes substitutions sur l’inhibition de l’activité 

enzymatique de la PDE5 afin d’établir une étude des relations structures activités des benzodiazépines 

avec la PDE5. 

2.2.2.  Résultats  

La mesure de l’activité des composés a été effectuée dans le laboratoire du Pr. Claire Lugnier. Il s’agit 

d’un test d’inhibition enzymatique dont le substrat est le [3H]GMPc. La dégradation est quantifiée en 

présence d’un inhibiteur et comparée par rapport au véhicule. On obtient des résultats exprimés en 

pourcentage d’inhibition à 10 µM et, lorsque le composé est plus puissant, une IC50 est déterminé par 

la mesure de l’inhibition à 9 concentrations différentes. La courbe issue de ces résultats permet de 

déterminer une IC50 du composé pour la PDE5.  
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Exploration de la partie « Nord » 

 

Entrée Composé R1 
%inhib à 10 µM 

ou IC50 

1 3 Me 4,7 µM 
2 37 H 19,8 µM 

3 122a 
 

14% 

4 122b 
 

17% 

5 122c 
 

13% 

6 122e 

 

0% 

7 122f 

 

15% 

Tableau 29 : Effets des substitutions en position 1 

Nous avons débuté cette exploration en mesurant l’effet de différentes substitutions en position 1 sur 

le Ro5-4864. Nous avons essayé des dérivés présentant des groupements aromatiques, alkyl, 

accepteurs donneurs de liaisons H ou seulement accepteurs de liaisons H. La place disponible au 

niveau de la partie nord semble limitée puisque seule la présence d’un méthyle (Ro5-4864) en position 

1 permet d’inhiber la PDE5, les autres substitutions entrainant une perte d’activité (Tableau 29). 

Comme la présence d’aucun autre groupement n’a montré une meilleure activité, nous conserverons 

la présence d’un méthyl en position 1 pour la suite de l’étude des relations Structure-Activité. 

 

Exploration de la partie « Est » 

Nous avons continué l’exploration topologique en testant l’ajout un groupement encombrant en 

position 3. Nous avons trouvé dans la chimiothèque deux dérivés du Ro5-4864 substitués en position 3 

par un groupement méthyle ou un groupement benzyle. L’ajout d’un groupement méthyle permet un 

gain d’activité d’un facteur 3, mais l’espace disponible semble limité puisque l’ajout d’un benzyle fait 

chuter l’activité (Tableau 30). 
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Entrée Composé R1 
%inhib à 10 µM 

ou IC50 

1 3 H 4,7 µM 
2 130 Me 1,5 µM 
3 131 Bn 28% 

Tableau 30 : Effet de la substitution en position 3 du Ro5-4864 

Nous n’avons testé cette substitution qu’avec des composés racémiques mais il pourrait être 

intéressant d’étudier l’inhibition de chaque énantiomère. 

Exploration des parties « sud et ouest » 

Nous avons réalisé différentes substitutions au niveau des atomes de chlores sur le cycle en position 4 

et en position 7 (Tableau 31). 

  

Entrée Composé Nom X1 X2 
%inhib à 10 µM 

ou IC50 

1 132 Ro5-3464 H H 13% 
2 133 - H 3’-Cl 24-29% 
3 134 Ro5-5115 H 4’-Cl 38% 
4 1 Diazépam Cl H 28% 
5 3 Ro5-4864 Cl 4’-Cl 4,7 µM 
6 128a - Cl 3’-Cl 7.1 µM 
7 128b - Cl 3’,4’-diCl 0.72 µM 
8 135 - H 3’-OMe 2% 
9 136 Nitrazépam NO2 H 29% 

Tableau 31 : Exploration des positions 5 et 7 

On observe un effet additif des atomes de chlore : l’inhibition passe de 13 % à 10 µM pour le Ro5-3464 

(132, entrée 1) à 38% et 28% lorsqu’il est substitué par un chlore en position 4’ et 7, respectivement 

(134, 1, entrées 3 et 4). Le Ro5-4864 présente ces deux substitutions et une IC50 de 4.7 µM, on a bien 

un effet additif des atomes de chlore. Le déplacement de l’atome de chlore de la position 4’ à la 

position 3’ entraîne une légère baisse d’activité (3, 128a, entrées 5 et 6), mais la présence des 2 

chlores en 3’ et 4’ permet un gain significatif avec une IC50 de 0.72 µM, confirmant l’effet additif des 

chlores (128b, entrée 7). Par contre, l’insertion, sur l’aromatique en position 5, d’un groupement 

accepteur de liaison H comme un méthoxy en 3’, engendre une perte totale d’activité (135, entrée 8). 
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Par conséquent, on peut imaginer que les interactions obtenues avec le cycle aromatique en position 

5 sont majoritairement de type hydrophobe. 

D’anciens travaux du laboratoire ont montré que l’addition d’une décoration de type méthoxyphényle 

en position 7 permet de gagner en affinité d’une manière non sélective (Tableau 32). 

 

 IC50 (µM) 

Entrée Composé R PDE 1 PDE 2 PDE 3 PDE 4 PDE 5 

1 137 MeO- >100 7.8 >100 10 >100 

2 138 

 

10 0,5 >>100 7 3 

3 139 

 

8 0,017 >>100 5 5 

Tableau 32 : Gain d’affinité non sélective par addition de fonction méthoxy sur l’aromatique en 7. 

Pour valider ce potentiel effet bénéfique, nous avons inséré une plateforme aromatique en position 7, 

décorée de groupements méthoxys à différentes positions.  

 

Entrée Composé X1 X2 IC50 (µM) 

1 128c o-OMe 4’-Cl 5.87 
2 128d m-OMe 4’-Cl 6.49 
3 128e p-OMe 4’-Cl 8.4 
4 128f o,o’-diOMe 4’-Cl 0.56 
5 129e p-OMe 4’-(p-ClPh) 0.87 
6 129d m-OMe 4’-(p-ClPh) 0.45 

Tableau 33 : Effet des décorations sur l'aromatique en positions 7 et 4 

Lorsque le groupement méthoxy se trouve en position ortho de l’aromatique en position 7, on observe 

une activité comparable à celle du Ro5-4864 (128c, entrée 1). Les positions 3 et 4 ne sont pas plus 

favorables à l’insertion d’un groupement accepteur de liaison H (128d, 128e, entrées 2 et 3). Par 

contre, on observe un effet additif des méthoxy et lorsqu’ils sont présents en positions ortho, ortho’ 

de l’aromatique en position 7, le composé 128f a une IC50 de 0.56 µM (entrée 4).  

Les produits secondaires issus de la double Suzuki ont aussi été testés pour leur capacité à inhiber la 

PDE5. Les composés 129e et 129f présentent une activité inhibitrice submicromolaire (entrées 5 et 6). 
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Ces résultats montrent la présence au niveau du site actif de PDE5 de grandes poches plutôt 

hydrophobes, capables d’interagir avec les systèmes polyaromatiques très encombrés dans les zones 

sud et ouest de la benzodiazépinone.  

2.3.  2,3-benzodiazépin-4-ones 

2.3.1.  Synthèses 

Si les 1,4-benzodiazepines ont été énormément développées depuis les années 60, la synthèse des 

2,3-benzodiazepines n’a été décrite que récemment par le Dr. Malik Hellal au sein de notre 

laboratoire.268,269 Les 2,3-benzodiazepines présentent l’intérêt d’avoir un azote en position du 3 du 

cycle à 7, ce qui permet d’explorer plus facilement cette position en comparaison avec 1,4-

benzodiazepines.  

 

(a) Tf2O, 2,6-ditertbutylpyridine, DCM, ta, 20min; (b) acide 4-chlorophenylboronic, Na2CO3, Pd(PPh3)4, Toluène/Ethanol/Eau, 
100°C, 14h; (c) Na2Cr2O7, H2SO4, Acétone, Eau, 0°C à ta, 5h; (d) Hydrazine, nBuOH, 130°C, 48h; (e) NaH, RX, THF, 0°C à ta, 15h. 

Figure 101 : Synthèse des 2,3-benzodiazépin-4-ones 

La synthèse des 2,3-benzodiazepinones commence par l’activation de la fonction cétone du 6-

chloroindan-1-one 140 par l’anhydride triflique pour former un éther d’énol triflique 141 

suffisamment stable pour être purifié par chromatographie. Un couplage de Suzuki avec l’acide 4-

chlorophénylboronique permet ensuite de générer l’indène 142. Les conditions décrites par Malik 

Hellal (Pd2(dba)3, PCy3, KF dans le THF à 100°C) ont conduit à une polysusbtitution par manque de 

sélectivité entre le triflate et le chlore et résultant en une dégradation du produit de départ en 

multiples produits. Les conditions réactionnelles de ce couplage de Suzuki a donc nécessités une mise 

au point décrite dans le tableau 34.  
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Entrée Palladium Ligand Base Solvant Temp. Durée 142 Observations 

1 Pd2(dba)3 PCy3 KF THF 100°C 1 nuit 0% Dégradation 
2 Pd(OAc)2 PCy3 KF THF 100°C 1 nuit 0% Dégradation 
3 Pd(OAc)2 PCy3 KF THF ta 24h 0% Dégradation 
4 Pd(OAc)2 PPh3 KF THF ta 24h 0% Dégradation 
5 Pd(PPh3)4 / K3PO4 THF ta 24h 0% Dégradation 

6 Pd(PPh3)4 / Na2CO3 

Tol/EtOH/H2O 
(5/1/1) 

100°C 1 nuit 85% / 

Tableau 34  : Mise au point des conditions réactionnelles pour la Suzuki sur l’énol triflique 141 

Le groupement triflate est souvent sensible au milieu aqueux, mais dans notre cas, c’est finalement 

l’utilisation d’un mélange toluène, d’éthanol et d’eau en présence de palladium tétrakis à 100°C  qui a 

permis la formation de l’indène 142 avec un bon rendement de 85%. Ce dernier est ensuite engagé 

dans un clivage oxydatif au dichromate de sodium pour donner l’acide δ-cétonique 143.270 La 

condensation avec l’hydrazine conduit au squelette de 2,3-benzodiazépin-4-ones 144. L’azote 3 est 

ensuite alkylé dans des conditions classiques avec du bromure de benzyle ou de l’iodure de méthyle 

en présence d’hydrure de sodium pour accéder aux 2,3-benzodiazépin-4-ones fonctionnalisées 145a-b 

(Figure 101). 

2.3.2.  Résultats des 2,3-benzodiazépin-4-ones 

 

 

Entrée Composé R1 %inhib à 10 µM 

1 144 H 32% 
2 145a Me 50% 
3 145b Bn 40% 

Tableau 35 : Effet de la substitution en position 3 

Le composé 144 est moins actif que le Ro5-4864, mais semble similaire au dérivé desméthyl du Ro5-

4864 (37, IC50 = 19.8 µM). On observe également que la présence d’un groupement méthyle en 

position 3 est légèrement favorable à l’activité (145a, entrée 2), comme observé avec le scaffold 1,4-

benzodiazepinone. Le remplacement du méthyle par un benzyle n’améliore pas l’activité (145b, entrée 

3). 
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La superposition des structures cristallographiques du Ro5-4864 3 avec la 2,3-benzodiazépinone 

simple 146 permet de confirmer la similarité du positionnement des deux châssis moléculaire et la 

même orientation de l’imine comme accepteur de liaisons H, confirmant ainsi la pertinence du 

remplacement du châssis 1,4-benzodiazépinone par une 2,3-benzodiazépinone 

   

Figure 102 : Alignement 3D des dérivés 3 et 146 

Afin de peut-être gagner en affinité, il serait intéressant de synthétiser le dérivé methylé en position 9 

ou des composés basés sur le châssis 1,3-dimethyl-1,3,4-benzotriazepin-2-one. 

2.4.  Conclusion sur la RSA autour du Ro5-4864 

  

Figure 103 : Schéma récapitulatif de l’inhibition de la PDE 5 par les 1,4 benzodiazépin-2-ones 

Les différentes conclusions que l’on peut tirer de l’étude de relations structures-activité sont 

résumées dans la figure 103. Pour aller au bout de ces effets additifs, il serait intéressant de 

synthétiser et tester le dérivé incluant le motif 3’,4’-dichlorophényle en position 5, le motif o,o’-

diméthoxyphényle en position 7, ainsi que l’insertion d’un méthyle en position 3, et dont la 

configuration optimale reste à déterminer. 

Place pour un méthyle maximum

Supérieur au méthyle => perte d’activité
2,3-benzodiazépin-4-one => perte d’activité

Diméthoxyphényle
=> Gain d’activité

Motifs hydrophobes (Chlore, Ar)
indispensables
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Il faut cependant noter que cette RSA nous a conduits à introduire de nombreux motifs hydrophobes, 

altérant fortement les critères de « druggabilité » de ces composés, notamment la solubilité. Ces 

composés restent néanmoins des outils pharmacologiques d’intérêt, notamment pour évaluer leur 

sélectivité vis-à-vis des autres PDEs. 
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Partie F - Zolpidem et fluorophore 
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Pour mesurer la constante d’affinité d’un ligand pour une cible donnée, il est souvent nécessaire de 

recourir à la mesure du déplacement d’un ligand marqué radioactif par un ligand « froid » et cette 

technique présente plusieurs contraintes. En effet, la manipulation d’éléments radioactifs nécessite 

une formation appropriée, l’investissement dans des équipements particuliers et un traitement 

spécifique des déchets. Selon l’élément radioactif incorporé à la molécule à tester, la durée de vie 

peut être assez courte (125I : 59 jours, 3H : 12 ans) et la synthèse soumise à des autorisations du CEA. 

Toutes ces contraintes poussent les industriels à rechercher de nouveaux moyens de test de leurs 

molécules et certains se spécialisent dans ce genre de prestation. 

L’entreprise CisBio Assays a mis au point une technologie appelée HTRF® permettant, grâce à 

l’utilisation de fluorophores et du FRET associé, le remplacement des ligands radioactifs par des 

ligands marqués par des fluorophores. Ils cherchent à rendre leur technologie accessible pour de 

nombreux récepteur et notre laboratoire fait partie des partenaires pour la mise au point de ces 

nouveaux ligands de référence. C’est dans cette approche que m’a été confié le travail de mettre au 

point un ligand fluorescent pour un des sites du récepteur canal GABAA. Ce site est couramment 

appelé récepteur central aux benzodiazépines, et comme annoncé dans la partie introduction de ce 

manuscrit, les ligands TSPO sont très proches structuralement parlant des ligands ciblant les 

récepteurs centraux aux benzodiazépines. J’étais ainsi le mieux placé pour synthétiser ce composé. 

1.  Introduction 

1.1.  Fluorescence 

Les molécules luminescentes peuvent émettre de la lumière selon un phénomène de luminescence 

que l’on distingue en deux catégories : la photoluminescence (phénomène non radiatif consécutif à 

une excitation lumineuse comme les photons ou UV) et la chimioluminescence (phénomène radiatif 

consécutif à une réaction chimique ou enzymatique). On classe la photoluminescence selon le mode 

d’excitation en fluorescence ou phosphorescence. Le diagramme de Jablonski (Figure 104) représente 

les différents états électroniques impliqués dans ces émissions de lumière. Des niveaux vibrationnels 

sont associés à chaque état électronique, caractérisés par des singulets (S0 (état fondamental), S1, S2, 

etc) ou des triplets (T1, T2, etc).  

 

Figure 104 : Diagramme de Jablonski
271

 



Partie F -Zolpidem et fluorophore 

 

-135- 
 

L’émission de lumière produite au passage entre deux états de multiplicité différents est appelée 

phosphorescence. Le retour à l’état fondamental S0 s’effectue lentement (10-6 à 1 seconde). 

L’émission de lumière produite au passage entre un état singulet S1 à l’état fondamental S0 est appelé 

fluorescence. En l’absence d’excitation, les fluorophores sont au plus bas niveau vibrationnel de l’état 

fondamental S0. Le premier état excité du niveau S1 est atteint par l’absorption rapide (10-15 seconde) 

d’un photon à une certaine longueur d’onde (longueur d’onde d’excitation). Le fluorophore excité va 

perdre de l’énergie pour retourner au plus bas état vibrationnel de l’état excité S1 en 10-12 secondes 

puis retourner à n’importe quel niveau de l’état fondamental S0 en émettant un photon. Comme cette 

fluorescence émise sera de plus basse énergie du fait de la dissipation de l’énergie d’excitation par des 

processus non radiatifs, le photon émis présentera des longueurs d’onde supérieures à celles du 

photon absorbé.272 Ce décalage des spectres d’absorption et d’émission est mesuré par le 

déplacement de Stokes qui représente la distance entre les maxima des deux spectres. La mesure de 

la fluorescence est facilitée par un grand déplacement de Stokes.  

Le rendement quantique est la grandeur représentant l’efficacité de fluorescence pour une molécule 

donnée et indique le rapport entre le nombre de photons émis et le nombre de photons absorbés par 

la molécule. Il peut être exprimé par la formule suivante :  

𝜑 =  
𝐼𝑓

𝐼𝑎
=  

𝑘𝑟

𝑘𝑟 + 𝑘𝑛𝑟

=  𝑘𝑟 . 𝜏 

avec If l’intensité de fluorescence, Ia  l’intensité d’absorbance, kr le taux de désexcitation radiative, knr le 

taux de désexcitation non radiative et τ le temps de vie de fluorescence. Un fluorophore présentant un 

rendement quantique élevé sera mieux capable de réémettre, sous forme de lumière, une grande 

partie de l’énergie absorbée. Les facteurs environnementaux comme la concentration, le pH, la 

polarité ou la température influent sur le rendement quantique. 

Le temps de vie de fluorescence τ correspond à la durée de vie moyenne de l’état excité d’un 

fluorophore, de l’ordre de la nanoseconde en général. Il dépend de la nature de la molécule ainsi que 

de son environnement : polarité du milieu, pH, concentration, agrégation ou température. Un temps 

de vie court rend le fluorophore plus sensible. 

L’absorbance spécifique ou coefficient d’extinction molaire ε quantifie l’absorption à une 

concentration molaire donnée. Il est calculé à partir de l’absorbance (A) d’une solution donnée, 

définie par la loi de Beer-Lambert : 

A = log (
𝐼0

𝐼
) =  𝜀cd 

avec I0 l’intensité de lumière incidente, I l’intensité de lumière sortante, ε le coefficient d’extinction 

molaire (cm-1.M-1), c la concentration molaire et d, l’épaisseur de la cuve. 

Ces paramètres déterminent, selon le système, le meilleur fluorophore à envisager 
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1.2.  FRET 

Le FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) est un transfert de fluorescence entre un 

fluorophore donneur et un fluorophore accepteur (Figure 105).  

 

Figure 105 : Représentation schématique du FRET 

Pour qu’il y ait un transfert d’énergie du donneur vers l’accepteur, il est nécessaire qu’il y ai une 

superposition du spectre d’émission du donneur avec celui d’excitation de l’accepteur comme 

représenté en figure 106. 

 

Figure 106 : Spectres d’absorption et d’émission des fluorophores accepteur et donneur pour le FRET
273

 

Cette technique permet d’étudier les interactions protéine-protéine ou ligand-protéine et de calculer 

des distances d’interaction.  

1.3.  Technologie HTRF® de CisBio Assays 

Cette technologie combine le FRET et la TR (Time Resolved measurement) et permet d’avoir un délai 

de 50 à 150 ms entre l‘excitation et la lecture de fluorescence. Cela permet de réduire le rapport signal 

sur bruit et d’avoir une meilleure sensibilité lors du test, car cette technique permet de s’affranchir de 

l’autofluorescence du matériel biologique. La distance maximum entre les deux fluorophores, 

nécessaire pour avoir un signal, reste toujours de 10 nm.274,275 
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Figure 107 : Un temps de délai suit directement l'excitation avant la mesure, limitant ainsi le bruit de fond
275

 

Les fluorophores couramment utilisés dans cette technologie sont des cryptates de terre rare, 

constitués d’un lanthanide inséré comme élément central de la cavité d’un ligand macrocyclique. 

L’europium (Eu3+) et le terbium (Tb2+)  sont les lanthanides utilisés par l’entreprise CisBio Assays 

comme ions centraux. 

Le fluorophore donneur est directement inséré sur le récepteur par mutation ou des technologies 

SNAP-tag ou CLIP-tag. Ces techniques ont déjà été éprouvées pour l’étude de RCPG, de kinases, de 

cytokines de biomarqueurs, d’interactions protéine-protéine, protéine-peptides ou protéine-ADN. 

Nous avons ainsi souhaité adapter cette technologie développée par CisBio à la modulation 

allostérique d’un récepteur canal, le GABAA. 

2.  Conception du ligand – Zolpidem et CBR 

La conception d’une sonde fluorescente se base sur l’utilisation de ligands de référence de la 

littérature. Afin que le fluorophore accepteur - porté par la sonde - se trouve à proximité du 

fluorophore donneur - porté par la cible - il est nécessaire de le fixer sur un bras espaceur qui est, lui, 

fixé directement sur le ligand « sonde ».  

 

Figure 108 : Représentation schématique de la conception d'une sonde fluorescente 

 

Figure 109 : Structure du Zolpidem 146 

Ligand Espaceur Fluorophore
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Le zolpidem (STILNOX®) est un sédatif hypnotique prescrit pour l’insomnie occasionnelle, transitoire 

ou chronique.  Son effet hypnotique sans effet anxiolytique, myorelaxant ni anticonvulsif est obtenu 

par son agonisme sélectif sur la sous unité α1 du récepteur GABAA (Ki  = 20 nM sur α1).276,277  

Ce médicament est basé sur un squelette moléculaire de type 2-phénylimidazo[1,2-a]pyridine et les 

groupements méthyles en positions 4’ et 6 sont présents afin de faciliter la métabolisation par le 

CYP3A4 au niveau du foie, ce qui confère au zolpidem un temps de demi-vie très court (2 h). Ce ligand 

puissant offre 3 positions qui semblent privilégiées pour l’insertion d’un linker : le méthyle en position 

6, le méthyle en position 4’ et un des méthyls présents sur l’amide, représentés par des flèches sur la 

figure 110. 

 

Figure 110 : Positions possibles pour insérer le bras espaceur sur le zolpidem 

Le point d’insertion du bras peut être déterminé par analyse RSA autour du ligand choisi. Comme il 

s’agit d’un premier essai de sonde fluorescente sur le récepteur GABAA et le zolpidem, il n’y a pas de 

données existantes concernant les points d’insertion possibles ou encore le type ni la longueur de la 

chaîne. Pour une première intention, l’expérience du laboratoire dans ce domaine nous a amené 

choisir les chaînes les plus utilisées comme des éthers ou des alkyl. 

3.  Stratégie et synthèses 

3.1.  Fluorophores utilisés 

La société CisBio Assays nous a fourni deux fluorophores différents à greffer sur notre sonde : 

- Le DYE-647 147, un dérivé de cyanine avec un maximum d’absorption à 653 nm et un 

maximum d’émission de 672 nm dans l’éthanol avec un coefficient d’extinction molaire de 

250 000 M-1.cm-1.  

- La fluorescéine 148, un dérivé de xanthène, présentant un maximum d’absorption à 494 nm 

et un maximum d’émission à 521 nm dans l’eau, a un coefficient d’extinction molaire de 

80 000 M-1.cm-1. 
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Figure 111 : Structures des fluorophores à insérer sur chaque position 

Ces produits présentent tous les deux une fonction ester de N-hydroxysuccinimidine permettant la 

formation très rapide d’une liaison amide après l’attaque nucléophile d’une amine primaire sur le 

carbonyle. Cela permet d’insérer, facilement et avec de bons rendements, le fluorophore sur le bras 

espaceur.278 

3.2.  Bras espaceurs 

Pour les positions 6 et 4’ du zolpidem, nous avons décidé d’utiliser un linker présentant un alcyne vrai 

et de le greffer sur l‘aromatique selon une réaction de Sonogashira.  

 

Figure 112 : Linkers 149 et 150, présentant un alcyne vrai 

La triple liaison peut ensuite être réduite par hydrogénation pour augmenter la flexibilité du linker et 

déprotéger l’amine terminale. Les bras espaceurs 149 et 150 présentés en figure 112 ont été 

synthétisés par les ingénieurs et post-doc du laboratoire travaillant à plein temps sur ce projet de 

sondes fluorescentes. 

Pour l’insertion au niveau de l’amide du zolpidem, il a été nécessaire de construire un linker 

présentant une amine secondaire N-méthylée d’une part, et un groupement azide de l’autre. Le 

couplage de l’amine secondaire sur le précurseur acide carboxylique du zolpidem permet ainsi de 

retrouver l’amide disubstitué, importante pour l’affinité envers GABAA. 
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(a) Boc2O, DIEA, DCM, ta, 12h; (b) NaH, MeI, THF, 0°C à ta, 24h; (c) TFA, DCM, ta, 3h. 

Figure 113 : Accès à la chaîne 154 pour l'insertion sur l'amide 

La 11-azidoundecanamine 151 est protégée par un groupement Boc par action du Boc2O dans le 

dichlorométhane en présence de DIEA. On réalise ensuite la méthylation de 152 dans des conditions 

classiques d’alkylation en présence d’hydrure de sodium et d’iodure de méthyle dans le THF à 0°C. La 

chaîne 153 obtenue est ensuite quantitativement déprotégée au TFA pour conduire à la 11-azido-N-

méthylundécanamine 154 (Figure 113). 

3.3.  Linker et Fluorophore en position 6 

Afin de réaliser une réaction de Sonogashira en position 6 du zolpidem pour insérer le linker, nous 

nous sommes inspirés des travaux de Trapani et al.114 pour la synthèse de dérivés fonctionnalisés du 

zolpidem permettant l’intégration d’un atome d’halogène comme le brome en position 6 (Figure 114). 

 

(a) HNMe2 2M dans le THF, EDCI.HCl, DCM, ta, 12h; (b) Br2, DCM, 0 à 25°C, 15h; (c) n-BuOH, 130°C, 20h 

Figure 114 : Accès au précurseur pour la réaction de Sonogashira en position 6 

La synthèse débute par un couplage peptidique entre la diméthylamine et l’acide 3-(p-

toluoyl)propionique 155 à l’aide d’EDCI permettant d’obtenir le dérivé 156 avec un rendement de 

51%. Le dérivé 156 est ensuite bromé par une réaction d’α-cétohalogénation en présence de dibrome 

dans le DCM à 0°C, conduisant à la formation de 157 avec un rendement de 82%. La condensation 
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avec la 2-amino-5-bromopyridine 158 dans le butanol à 130°C permet d’obtenir le composé 159, 

précurseur du couplage de Sonogashira avec la chaîne 149. 

 

(a) CuI, PdCl2(PPh3)2, TEA, THF, 80°C, 4h 

Figure 115 : Sonogashira puis réduction de la triple liaison et du groupement Cbz 

Le couplage par une réaction de Sonogashira entre le dérivé 159 et l’alcyne 149 en présence d’iodure 

de cuivre, de Pd(II) tel que le PdCl2(PPh3)2 et de triéthylamine a permis l’accès au dérivé 160 avec un 

rendement de 69%. Par une hydrogénation en présence de palladium sur charbon, nous avons essayé 

de réduire la triple liaison sur le bras espaceur tout en déprotégeant le groupement protecteur Cbz 

pour accéder au dérivé 161. La réaction lancée en utilisant du Pd/C dans le méthanol a conduit à un 

mélange de produits déprotégés, réduits, mono- ou di-méthylés sur l’amine primaire. Ces produits 

proviennent d’une réaction secondaire d’amination réductrice pouvant survenir avec les traces de 

formaldéhyde présentes dans le méthanol commercial. Le remplacement du Pd/C par du Pd(OH)2/C 

dans le THF et l’AcOEt en présence de DIEA n’a pas permis d’éviter la dégradation du produit de 

départ donc nous avons donc décidé de changer de stratégie en insérant une chaîne protégée par un 

groupement Boc et en laissant la triple liaison sur la sonde fluorescente. 

 

(a) CuI, PdCl2(PPh3)2, TEA, THF, 80°C, 4h; (b) TFA, DCM, ta, 1h. 

Figure 116 : Sonogashira puis déprotection du linker 
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Le couplage de Sonogashira, réalisé dans les même conditions que décrites précédemment, nous 

permet d’obtenir le composé 162 avec 78% de rendement. Le groupement protecteur est ensuite 

retiré par action du TFA dans le DCM. On récupère l’amine libre 163 prête à être directement couplée 

avec les différents fluorophores comme illustré en figure 117. Il est important de noter que le DY-

647 147 est un fluorophore très onéreux, et la réaction de couplage a été réalisée sur une échelle de 

0.5 mg, ce qui rend difficile la mise en place de la réaction, son suivi, et surtout les étapes de 

purification et de caractérisation analytique du produit final. 

 

(a) Fluorescéine-5-SFX 148, DIEA, DMF, ta, 1h; (b) DYE-647-NHS 147, DIEA, DMF, ta, 1h. 

Figure 117 : Couplage avec les fluorophores 

 

Avec la Fluorescéine 148, le couplage a permis d’obtenir, après purification, la sonde fluorescente 164 

avec un rendement de 51%. Avec le DYE-647 147, un problème de détection durant la purification par 

HPLC semi-préparative a provoqué une grande perte de produit puisque seulement 3% de 165 ont été 

récupérés mais cela s’est avéré suffisant pour réaliser les tests. 
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3.4.  Synthèse – linker en position 4’ 

 

(a) K2CO3, EtOH, 100°C, 48h; (b) Diazoacetate d’éthyle, Cu, Toluène, 130°C, 4h; (c) KOH, EtOH, Eau, ta, 3h; (d) HNMe2 2M dans 

THF, HATU, DIEA, DCM/DMF (2/1), ta, 1h. 

Figure 118 : Accès au dérivé 171 pour la Sonogashira en position 4' 

Pour synthétiser le dérivé bromé en position 4’ du zolpidem, précurseur pour le couplage de 

Sonogashira, nous nous sommes basés sur une autre méthode décrite par Trapani et al.,113,279 

débutant par une condensation à chaud entre la 2-amino-5-méthylpyridine 166 et la 2,4’-

dibromoacétophénone 167 pour former le scaffold 2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine 168. La réaction 

avec le diazoacétate d’éthyle en présence de cuivre métal dans le toluène au reflux permet d’insérer la 

chaîne acétate en position 3 de l’imidazo[1,2-a]pyridine et conduire au dérivé 169 avec un rendement 

de 45%. L’ester 169 est ensuite hydrolysé puis l’acide carboxylique 170 résultant est couplé avec la 

diméthylamine pour conduire au composé 171, précurseur bromé du couplage de Sonogashira (Figure 

118). 

 

(a) CuI, PdCl2(PPh3)2, TEA, THF, 80°C, 4h; (b) H2, Pd/C, MeOH, ta, 24h. 

Figure 119 : Couplage de Sonogashira et hydrogénation 

Le couplage de Sonogashira entre le composé 171 et la chaîne 149 s’effectue dans les mêmes 

conditions que précédemment et permet d’obtenir 172 avec un rendement de 40%. L’hydrogénation 

en présence de palladium sur charbon conduit majoritairement au composé 173 mais également au 
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composé présentant une double liaison, issu de la réduction partielle de la triple liaison. Ces deux 

produits ont coélué lors de la purification et une seule fraction pure contenant le dérivé 173 a pu être 

obtenue avec un rendement de 13%. Ce dérivé 173 peut être couplé avec les fluorophores 147 et 148 

(Figure 119). 

 

(a) Fluoresceine-5-SFX 148, DIEA, DMF, ta, 1h; (b) DYE-647-NHS 147, DIEA, DMF, ta, 1h. 

Figure 120 : Synthèse des sondes fluorescentes 174 et 175 

Les fluorophores fournis par CisBio sont couplés avec le précurseur 173 pour obtenir, après 

purification sur HPLC semi-préparative, 25% de rendement pour sonde fluorescente 174 présentant la 

fluorescéine et 41% pour la sonde 175 avec le DYE-647. Ces produits ont été envoyés à l’entreprise 

pour être testés. 

3.5.  Synthèse – linker en position amide 

 

(a) Ethyl diazoacetate, Cu, Toluène, 130°C, 4h; (b) KOH, EtOH, Eau, ta, 3h; (c) 154, HATU, DIEA, DCM/DMF (3/1), ta, 1h; (d) 
PPh3, THF, eau, ta, 24h. 

Figure 121 : Synthèse du composé 180 avec la chaîne sur l’amide 
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Nous n’avons pas eu besoin de synthétiser l’intermédiaire 176 qui était déjà présent dans notre stock 

mais il peut être obtenu de la même manière que 168 par condensation de la 2-amino-5-

méthylpyridine et la 2-bromo-4’-méthylacétophénone. L’alkylation de 176 avec le diazoacétate 

d’éthyle est ensuite réalisée avec un rendement de 50% selon la même méthode que décrite 

précédemment pour obtenir le composé 169. L’hydrolyse de l’ester 177 conduit à l’acide carboxylique 

178, qui peut ensuite être couplé avec le linker 154 à l’aide d’HATU pour conduire au composé 179 

avec un rendement modeste de 52%. L’azide 179 est déprotégé par l’action de la triphénylphosphine 

dans l’eau et le THF pour conduire à l’amine 180 prête à être couplée avec les fluorophores. 

 

(a) Fluoresceine-5-SFX, DIEA, DMF, ta, 1h; (b) DYE-647-NHS, DIEA, DMF, ta, 1h 

Figure 122 : Synthèse des sondes 181 et 182. 

Comme précédemment, les dernières étapes de synthèse ont été réalisées en présence des 

fluorophores activés 147 ou 148 par la fonction N-hydroxysuccinimide, en présence de DIEA dans le 

DMF puis directement purifié sur HPLC semi-préparative. La quantité de ligand fluorescent synthétisée 

est très petite (inférieur à 1 mg) pour de très grands poids moléculaires et il est nécessaire d’adapter 

les méthodes d’identification et de quantification des composés. Le rendement est déterminé par 

dosage de l’absorbance UV-visible d’une solution de produit final à l’aide d’un spectrophotomètre de 

type « nanodrop ». Le grand coefficient d’extinction molaire des fluorophores et l’utilisation de cet 

appareillage permettent de n’utiliser qu’une infime quantité de produit à tester pour déterminer le 

rendement de la réaction de couplage du fluorophore. L’identification est quant à elle effectuée par 

HR-MS et permet de vérifier la pureté et la qualité du produit synthétisé. 

Les rendements de couplages sont moyens mais les produits présentent une pureté nécessaire à 

l’utilisation dans les tests de fluorescence. 
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4.  Résultats et conclusion 

L’entreprise CisBio Assays a effectué des mesures d’HTRF sur le GABAA pour chacun des composés 

synthétisés. Ils n’ont malheureusement pas réussi à obtenir un signal suffisant pour tous les 

composés. Ils ont tout de même montré que les composés 174 et 175 se fixent d’une manière faible et 

non spécifique sur le GABAA. Le manque d’effet observé pourrait tout de même être attribué à des 

mauvais choix de linker (nature ou taille) ou de ligand. Malheureusement, aucun test de binding n’a 

été effectué et en l’absence de ces résultats, nous n’avons pas d’informations sur le KD et l’impact des 

modifications structurales que nous avons effectué. Il aurait été intéressant d’essayer de modifier les 

paramètres des linkers ou du ligand afin de peut-être améliorer les résultats, mais le projet a été 

abandonné par les partenaires industriels et nous n’avons pas eu l’occasion de réaliser d’autres 

composés pour ce test.  
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Cette thèse visait l’étude et le développement de nouveaux ligands du TSPO suivant une approche 

fonctionnelle. D’un point de vue chimique, nous avons réalisé la synthèse de nombreux dérivés de 

familles chimiques différentes, présentant des châssis moléculaires hétérocycliques, 

peptidomimétiques ou peptidiques. Par ailleurs, la synthèse de dérivés de référence issus de la 

littérature (Ro5-4864, SSR-180,575 et XBD-173) a permis de mieux appréhender les résultats obtenus 

avec nos ligands dans les différents modèles biologiques testés. Ainsi, les dérivés d'imidazo[1,2-

c]quinazolinone ont montré de bons effets inducteurs de la production de prégnénolone, validant le 

rôle de ces molécules sur la neurostéroïdogénèse via une action sur TSPO. La synthèse de composés 

peptidiques dérivés de la phénylalanine nous a permis d’identifier les éléments structuraux importants 

pour la solubilité des composés tout en nous permettant de gagner en activité sur les tests de 

production de prégnénolone. Cette analyse structurale nous a conduit à concevoir des dérivés 

rigidifiés de phénylalanine, conservant les éléments de pharmacophore des imidazo[1,2-

c]quinazolinones. Les dérivés dihydroquinolinones résultant de cette approche ont présenté une 

affinité sub-micromolaire sur TSPO ainsi qu’une amélioration significative de leur solubilité. Pour la 

synthèse de ces dihydroquinolinones chirales, nous avons mis en place une réaction originale de 

Buchwald-Hartwig intramoléculaire et régiosélective à partir de la 2-bromophénylalanine. 

Suite à une étude bibliographique réalisée au début de ce projet, nous avons intentionnellement 

abordé l’évaluation des ligands du TSPO via leurs effets fonctionnels, plutôt que par leur affinité au 

récepteur. Les composés présentant les meilleurs effets sur la stimulation de la stéroïdogenèse ont 

montré des effets neuroprotecteurs sur un modèle cellulaire de la maladie d’Alzheimer en stimulant la 

respiration mitochondriale (production énergétique) et en limitant l’impact du stress oxydant. Ces 

tests ont ainsi pu confirmer le rôle neuroprotecteur du TSPO au niveau central et l’intérêt de notre 

stratégie fonctionnelle pour le développement de nouveaux agents neuroprotecteurs. Cette approche 

nous a finalement permis d’identifier les dérivés d'imidazo[1,2-c]quinazolinone qui présentent des 

effets fonctionnels similaires voire meilleurs à ceux obtenus avec les produits de référence ayant suivi 

des essais cliniques (XBD-173 et SSR-180,575), et ce malgré des affinités plus faibles envers TSPO.  

D’autre part, l’utilisation des imidazo[1,2-c]quinazolinones comme outils biologiques a permis 

l’identification d’une partie des mécanismes impliqués dans la protection des globules rouges face à 

l’infection au P. falciparum et permettre ainsi une meilleur compréhension fonctionnelle du TSPO2. La 

synthèse de ligands spécifiques du TSPO2 permettra d’améliorer les connaissances de ces deux 

isoformes (TSPO1 vs TSPO2), leurs différences et leurs spécificités. Pour l’instant, ces deux protéines 

semblent être toutes les deux impliquées dans des mécanismes protecteurs des fonctions essentielles 

à la survie cellulaire, tissulaire et physiologique. 

Durant cette thèse, j'ai pu me confronter aux problèmes inhérents à cette évaluation fonctionnelle.  La 

complexité des systèmes rend nécessaire de nombreuses étapes de mise au point qui peuvent ralentir 

le développement de nouveaux composés par la différence de vitesse entre la synthèse et l’évaluation 

de composés synthétisés. D'un côté, ces essais apportent une multitude d'informations sur les ligands 

synthétisés et permettent de comprendre de nombreux mécanismes cellulaires. D’un autre, il est plus 

difficile d’établir des relations structures activité à cause de la lecture d’activités indirectes ou des 
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limitations liées au travail avec des cellules comme l’internalisation des composés ou encore les 

différences observables selon le nombre de passages d’une lignée cellulaire. Malgré certains 

ralentissements, cette méthode reste, dans le cas du TSPO, l’un des meilleurs moyens de développer 

de nouveaux ligands présentant les propriétés recherchées. 

Pour conclure, ces trois dernières années m’ont permis d’aborder plusieurs facettes du travail du 

pharmacochimiste en m’intéressant de manière équivalente à la synthèse, à l’évaluation physico-

chimique et à l’évaluation biologique des dérivés synthétisés. Cela a également pu confirmer mon 

intérêt pour le travail de recherche en chimie médicinale et contribué à forger ma connaissance en 

chimie hétérocyclique et peptidique. Grâce aux nombreuses collaborations établies durant ce projet, 

j’ai eu l’opportunité de compléter ma formation biologique par un apprentissage expérimental de 

certaines techniques de biologie cellulaire. 
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La technique de synthèse de peptides sur phase solide a été développée par Merrifield en 1963280 et 

elle est largement utilisée pour la synthèse de petite ou grande échelle de peptides entre 20 et 30 

acides aminés. Cette méthode est beaucoup plus rapide que la synthèse en phase liquide et permet 

d’éviter les étapes intermédiaires de purification. Le peptide synthétisé est lié à un support solide 

insoluble dans les solvants organiques pour faciliter les étapes de purification par simple lavage 

puisque l’excès de réactifs et les sous-produits de réaction sont facilement éliminés lors de lavages 

successifs par filtration. 

1.  Généralités sur la synthèse sur support solide 

Le support solide, ou résine, est constitué de deux parties : la matrice de support et un groupement 

fonctionnel. 

1.1.  Matrice 

La matrice doit répondre aux critères suivants :  

- Etre physiquement inerte aux réactifs et solvants utilisés pour les étapes de synthèse et de 

lavage 

- Etre expansible dans les solvants de réaction pour permettre la pénétration des réactifs 

dans les pores 

- Etre greffée par un groupement fonctionnel permettant l’addition du premier acide-aminé. 

Le polymère constituant la matrice peut gonfler dans les solvants organiques tels que le 

dichlorométhane ou la diméthylformamide pour permettre l’accessibilité aux groupements 

fonctionnels logés à l’intérieur des pores du polymère et il se rétracte dans les solvants protiques 

comme les alcools ou l’eau pour évacuer les impuretés issues de la réaction. Il existe 3 types de 

polymère principalement utilisés : 

- La résine polystyrène : polymère de styrène contenant 2% de divinylbenzène. Résine 

hydrophobe avec une faible amplitude de gonflement. 

- La résine polyacrilamide : polymère réticulé de polydiméthylacrilamide incorporant des 

chaînes de sarcosine. Résine hydrophile avec une grande amplitude de gonflement  

- La résine PEG : résine polystyrène comportant un bras espaceur polyéthylène glycol avant le 

groupement fonctionnel. Permet une meilleure stabilité pour la synthèse de peptides longs. 

Les billes de polymère présentent en général un diamètre de 200 à 400 mesh et peuvent porter entre 

0.5 et 0.9 mmol de groupements fonctionnels par gramme de résine. Les peptides longs nécessitent 

des résines greffées à 0.1 ou 0.2 mmol/g pour éviter l’encombrement stérique. 

1.2.  Groupement fonctionnel 

Il existe 3 groupements fonctionnels principaux qui peuvent être fixés à la résine : 
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Figure 123 : Différents groupements fonctionnels 

La résine de Wang permet d’obtenir une fonction acide carboxylique en partie C-terminale après 

clivage. La résine BAL permet d’obtenir des amides secondaires ou des groupements fonctionnalisés 

en partie C-terminale.281 La résine rink amide permet d’obtenir une fonction amide en partie C-

terminale. 

1.3.  Stratégie de synthèse 

Deux stratégies de protection peuvent être utilisées sur phase solide : Boc ou Fmoc. En stratégie Boc, 

l’acide aminé protégé par un Boc en partie N-terminale peut être déprotégé avec du TFA avant 

couplage et le clivage de la résine est réalisé au HF. La stratégie Fmoc est préférée à cette méthode à 

cause de la dangerosité de l’acide fluorhydrique. Le Fmoc est facilement éliminé en milieu basique 

(pipéridine, DBU) avant le couplage. Les groupements réactifs des chaînes latérales des acides-aminés 

greffés sont protégés par des groupements protecteurs labiles en milieu acide lors du clivage (Boc, Trt, 

Pbf, OtBu) ou éliminable en présence de palladium (OAll, Alloc). 

 

 

Figure 124 : Schéma récapitulatif de la stratégie Fmoc 

 

2.  Méthode utilisée au laboratoire 

Dans ces travaux de thèse, nous avons synthétisé des peptides d’une longueur de 2 à 6 acides aminés 

en utilisant une stratégie Fmoc sur des groupements fonctionnels Rink-Amide greffés sur des résines 

de type polystyrène. 

Xaa XaaFmoc

GP

Clivables en milieu 
acide : TFA

Clivable en milieu basique : 
DBU / Pipéridine
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Figure 125 : Synthèse d’un peptide sur résine Rink-Amide en stratégie Fmoc  

2.1.  Couplage peptidique 

Les acides aminés sont introduits par couplage peptidique après la déprotection de l’amine liée à la 

résine. Le couplage entre une amine primaire et un acide carboxylique est généralement réalisé en 

présence de BOP. L’HATU est conseillé pour les couplages avec une amine secondaire. Il existe de 

nombreux autres agents de couplage disponibles commercialement (PyBOP, HBTU, COMU, EDCI, 

etc…). 

 

Figure 126 : Structure des agents de couplage BOP et HATU 

Il peut parfois rester quelques fonctions amines libres n’ayant pas réagi lors de couplage peptidique. 

Afin de maitriser l’élongation des produits secondaires, on réalise un « capping » : l’acylation de ces 

fonctions amine libre avec une solution d’anhydride acétique à 20% dans le DMF pendant 10 minutes 

après chaque couplage. 

2.2.  Lavages 

La résine est manipulée dans des seringues de plastique constituées d’un filtre qui facilite l’évacuation 

des liquides par filtration sous vide. Les lavages servent à éliminer les excès de réactifs et les sous-

produits. Au laboratoire, la résine est lavée après chaque étape pendant 2 x 1 min avec du DMF, 2 x 1 

min de DCM, 2 x 1 min de MeOH puis 2 x 1 min de DCM. Les différents solvants font plus ou moins 

gonfler ou rétracter la résine et permettent un meilleur lavage.  

2.3.  Suivi des réactions 

Aucune caractérisation ni purification ne peut être effectuée avant clivage mais il existe des méthodes 

qualitatives permettant de vérifier l’avancement à chaque étape. Nous n’aborderons ici que le test de 

Kaiser que nous avons utilisé. 
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Le test de Kaiser et un test colorimétrique qui permet de vérifier qualitativement l’absence ou la 

présence d’amines libres. Quelques billes de résine sont prélevées et ajoutées à un mélange de trois 

solutions (2 gouttes de chaque, solution A : 5% ninhydrine dans l’éthanol, B : 80% phénol dans 

l’éthanol, C : 2% KCN dans la pyridine) Ce mélange est chauffé à 100°C avec les billes pendant 2 à 3 

minutes. La présence d’amines libres est visualisée par une coloration bleue-violette des billes de 

résine tandis que l’absence de coloration indique l’absence de fonctions amines libres. Ce test permet 

de vérifier le bon déroulement des étapes de couplage et déprotection.   

2.4.  Déprotection 

La déprotection de l’acide aminé en position N-terminale s’effectue à l’aide d’une solution contenant 

2% de DBU et 2% de pipéridine dans le DMF pendant 2 x 15 minutes.  

 

Figure 127 : Mécanisme de déprotection du Fmoc 

La résine est ensuite lavée de la même manière qu’après un couplage. Un test de Kaiser est également 

réalisé pour vérifier le bon déroulement de cette étape de déprotection. 

2.5.  Clivage 

Le TFA permet de séparer de la résine le produit synthétisé en éliminant également les groupements 

protecteurs labiles en milieu acide. Ces derniers peuvent former des carbocations stables qui peuvent 

réagir avec des groupements riches en électrons présents sur la séquence peptidique. Des scavengers 

dérivés de thiols ou de silanes sont ainsi utilisés pour palier à ces réactions secondaires pouvant 

survenir lors de la déprotection. Après filtration et évaporation du TFA, le résidu est généralement 

précipité dans l’éther et lavé par filtration pour conduire au peptide pur. Certaines séquences peuvent 

néanmoins nécessiter une purification ultérieure. 
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1.  Principe du test ELISA - Prégnénolone 

La méthode ELISA (pour Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) est un test immunologique pour 

vérifier la présence d’un anticorps ou un antigène dans un échantillon donné. Nous ne décrirons pas 

ici les différentes techniques de test ELISA mais seulement celle utilisée lors des différentes 

quantifications de la production de prégnénolone chez les cellules C6, SH-SY5Y ou HT22. Il s’agit du 

même test pour les trois lignées cellulaires. La plaque ELISA utilisée est un test de compétition entre 

un antigène non marqué (ici la prégnénolone) et un antigène marqué (ici la prégnénolone conjuguée à 

la peroxydase du raifort ou prégnénolone-HRP) pour un nombre limité de sites de liaison. 

 

Figure 128 : Dosage ELISA de la prégnénolone 

Le composé à doser (ici le surnageant de culture après application des composés à tester - quantité 

inconnue de prégnénolone) et le composé conjugué (prégnénolone-HRP - quantité connue) sont 

incubés dans chaque puits présentant une quantité définie d’anticorps anti prégnénolone de lapin. Les 

puits sont lavés et les matériaux non liés par les anticorps sont évacués des puits. Le substrat de 

l’enzyme conjuguée à l’antigène marqué est ensuite ajouté (ici la tétraméthylbenzidine et du peroxyde 

d'hydrogène) puis transformé par l’enzyme en une diimine, colorée en bleu et dosable par absorbance 

UV-visible. La réaction enzymatique est ensuite stoppée à l’aide d’une solution 1M d’H2SO4, la diimine, 

colorée en jaune en milieu acide, peut ensuite être dosée par absorbance UV-visible à 450 nm.  
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Figure 129 : Réaction enzymatique mise en jeu  

La quantité de diimine jaune formée est alors proportionnelle à la quantité de prégnénolone 

conjuguée restée dans les puits donc, a fortiori, inversement proportionnelle à la quantité de 

prégnénolone dans l’échantillon à doser. Certains puits présentent une concentration connue de 

prégnénolone pour pouvoir établir une courbe étalon. On peut ainsi déterminer la quantité de 

prégnénolone présente dans chaque puits.  

2.  Protocole expérimental 

Le protocole est différent selon les conditions testées (concentration cellulaire, nature du ligand TSPO, 

concentration en ligand) et il est nécessaire de réaliser des triplicats pour chaque condition testée.  

Le kit ELISA est fourni avec des solutions à diluer dans les tampons fournis (étape 1) 

Mode opératoire : 

1. Préparer les solutions de travail de Conjugué HRP-Prégnénolone et de Tampon de Lavage 

2. Pipeter 50 μL de chaque calibrateur, contrôle et conditions à tester dans les puits 

correspondants 

3. Pipeter 100 μL de la solution de Prégnénolone conjuguée dans chaque puits 

4. Incuber 60 min à TA (18-25°C) sur un agitateur orbital (env. 600 tr/min) 

5. Laver les puits 3 fois avec 300 μL de Tampon de Lavage dilué par puits, bien sécher 

6. Pipeter 150 μL de Substrat TMB dans chaque puits à intervalles programmés 

7. Incuber 10-15 min à TA (18-25°C) sur un agitateur orbital (env. 600 tr/min) 

8. Pipeter 50 μL de Solution d'Arrêt dans chaque puits, aux mêmes intervalles programmés que 

dans l’étape 6 

9. Lire la plaque sur un lecteur de microplaques à 450 nm dans les 20 minutes suivant l'addition 

de la solution d'arrêt 

On obtient ainsi une courbe étalon pour déterminer la quantité de prégnénolone présente dans 

chaque puits. 
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Dérivé 55a :  
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Dérivé 56 :  
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General informations 

All reactions were carried out under argon atmosphere in flame-dried glassware as indicated. 

Chemicals and solvents were used without further purification.  

Analytical TLC was performed using silica gel plates, and plates were visualized by exposure to 

ultraviolet light.  

HPLC were performed using the following parameters: flow rate: 0.5 mL/min; column temperature: 30 

°C; solvent system: A (MeOH) and B (0.05% TFA in H2O); conditions: t = 0−1 min, 50−60% of B; t = 1−10 

min, 60 to 100% of B; and t = 10−15 min, 100% of B. Absorbance spectra were recorded with a UV−vis 

spectrophotometer equipped with a thermostatted multicell holder maintained at 20.0 °C. Spectra 

were corrected for the emission of the solvent, the lamp fluctuations, and the wavelength 

dependence of the optics and detectors in the emission pathway.  

Flash chromatography on silica gel (particle size 0.040− 0.063 mm) was performed using AcOEt ad 

Heptane as eluent. Reversed phase flash chromatography was performed on C18 column using water 

and methanol as eluent. Yields refer to isolated compounds, estimated to be >97% pure as 

determined by 1 H NMR or HPLC.  

1H and 13C NMR spectra were recorded at 400 or 500 MHz and 100 or 125 MHz, respectively. All 

chemical shift values, δ, and coupling constants, J, are quoted in ppm and Hz, respectively, with the 

following abbreviations used for multiplicity: s, singlet; d, doublet; t, triplet; q, quadruplet; quint, 

quinteuplet; sex, sextuplet; n, nonuplet; dd, doublet of doublets; ddt, doublet of doublets of triplets; 

dt, doublet of triplets; td, triplet of doublets; qd, quadruplet of doublets; m, multiplet; and br, broad.  

LCMS was performed using a C18 column (30 mm ×1 mm; 1.9 μm) using the following parameters: (1) 

solvent system: A (CH3CN) and B (0.05% TFA in H2O); (2) linear gradient: t = 0 min, 98% B; t = 5 min, 5% 

B; t = 6 min, 5% B; t = 7 min, 98% B; t = 9 min, 98% B; (3) flow rate: 0.3 mL/min; (4) column 

temperature: 50 °C; (5) ratio of products: determined by integration of spectra recorded at 210 or 254 

nm; (6) ionization mode: MM-ES + APCI. High resolution spectra (HRMS) were recorded on a QTOF 

mass analyzer with electrospray ionization (ESI).  

General procedures 

Method A: Amide coupling with HATU 

DIEA (3 eq) was added to a solution of carboxylic acid (1 eq) and HATU (1 eq) in a mixture of 

DCM/DMF (2/1) and then stirred at rt. After 10 min, the amine derivative (1.2 eq) was added to the 

reaction mixture. After 30 min, volatiles were evaporated and the residue was solubilized in 10 mL of 

EtOAc. Organic phase was washed with 2x10 mL HCl 1N, 2x10 mL NaHCO3 sat, 1x20 mL of brine, dried 

on Na2SO4, filtered and concentrated under reduce pressure. The residue was purified if necessary.  

Method B: Alkylation with Sodium hydride 

NaH (1.5 eq) was added to a solution of the corresponding amide, carbamate or urea (1 eq) in DMF at 

0°C. After 15 minutes, alkylbromide, chloride or iodide (2eq) was added to the mixture. After 
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completion of the reaction, water was added to the mixture and the precipitate was filtered to give 

pure product or extracted with EtOAc or DCM washed with HCl 1N, NaHCO3 sat, brine, dried on 

Na2SO4, filtered, concentrated under reduce pressure and purified on flash chromatography (normal 

or reversed phase). 

Method C: Suzuki cross-coupling in toluene/Ethanol/Water 

In a small reaction vessel (2-5mL), aryl halogenide (1 eq), boronic acid (1.2 eq) and Na2CO3 (3 eq) were 

solubilized in toluene/ethanol/water (5/1/1) and the vessel was degassed 3 times with argon. After 

addition of palladium tetrakis (5 mol%), reaction vessel was sealed and heated at 100°C for 2 hours. 

The mixture was filtered on a celite pad and concentrated under reduce pressure. The resulting oil 

was directly purified on flash chromatography or either reversed-phase flash chromatography. 

Method D: Iminochloride and Suzuki cross-coupling with SPhos in toluene 

POCl3 (1 eq) was added to a solution of corresponding 1,4-benzodiazepin-2-one (1eq), N,N-

dimethylaniline (2 eq) in toluene. The reaction vessel was sealed and heated at 90°C for 4h then 

evaporated after cooling. In an other vessel, boronic acid (1 eq), K2CO3 (2 eq), Pd(OAc)2 (5 mol%) and 

SPhos (10 mol%) were degassed 3 times with argon and the iminochloride was added, solubilized in 

degassed toluene. The vessel was sealed and degassed two times with argon then heated under 

microwave irradiation for 15 min at 100°C. Reaction mixture was concentrated under reduced 

pressure then directly purified on either flash chromatography or reversed phase flash 

chromatography. 

Method E: Amide coupling with BOP 

In a small reaction vessel, carboxylic acid (1 eq) and BOP (1.05 eq) were solubilized in DCM then DIEA 

(3 eq) was added. The amine was added after 5 min stirring at rt and the reaction mixture was stirred 

overnight at rt. Solvent was removed under vacuum  and the residue was solubilized in EtOAc and 

washed twice with HCl 1N, NaHCO3 sat and brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated under 

reduced pressure and directly purified by flash chromatography. 

Method F: Fmoc deprotection with DBU and coupling with benzoyl chloride. 

DBU (2 eq) was added to a solution of desired Fmoc-protected compound (1 eq) in DCM and the 

reaction mixture was stirred for 2h at rt. After completion, solvent was removed under vacuum then 

the residue was directly purified over silica gel column chromatography (1 to 5% MeOH in DCM) to 

give the desired free amine which was directly added to a solution of DIEA (3 eq) in DCM and stirred 

for 5 min. Benzoyl chloride (1.05 eq) was added to the reaction mixture. The reaction mixture was 

stirred overnight at rt. After concentration under reduced pressure, the residue was dissolved in 

EtOAc and washed twice with HCl 1N, NaHCO3 sat and brine, dried over Na2SO4, filtered and 

concentrated under reduced pressure. The residue was purified over flash chromatography (0 to 70% 

EtOAc in heptane) to give the desired compound. 

Method G: Solid phase syntheses using Fmoc strategy and Rink resin 
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Resin Rink amide (1 eq, L = 0.70) was washed with DCM (2 x 1 min) and DMF (2 x 1 min). 

Fmoc deprotection: resin was stirred with 2% DBU and 2% piperidine in DMF for 1 x 1 min and 1 x 

15min at rt. 

Washing: resin was washed successively with DMF (2 x 1 min), DCM (2 x 1 min), MeOH (2 x 1 min) and 

DCM (2 x 1 min). 

Kaiser test: positive (if negative, deprotection was reiterated in the same conditions) 

Coupling: First amino acid (3 eq) was preactivated with BOP (3 eq) and DIEA (4.5 eq) in DCM for 5 min 

at rt. The reaction mixture was added to the resin and stirred for 45 min at rt. 

Washing: resin was washed successively with DMF (2 x 1 min), DCM (2 x 1 min), MeOH (2 x 1 min) and 

DCM (2 x 1 min). 

Kaiser test: negative (if positive, coupling was reiterated) 

Capping: Resin was stirred with 20% Ac2O in DMF (1 x 10 min) 

Washing: resin was washed successively with DMF (2 x 1 min), DCM (2 x 1 min), MeOH (2 x 1 min) and 

DCM (2 x 1 min). 

Fmoc deprotection: resin was stirred with 2% DBU and 2% piperidine in DMF for 1 x 1 min and 1 x 

15min at rt. 

Washing: resin was washed successively with DMF (2 x 1 min), DCM (2 x 1 min), MeOH (2 x 1 min) and 

DCM (2 x 1 min). 

Kaiser test: positive (if negative, deprotection was reiterated in the same conditions) 

Coupling: Second amino acid (3 eq) was preactivated with BOP (3 eq) and DIEA (4.5 eq) in DCM for 5 

min at rt. The reaction mixture was added to the resin and stirred for 45 min at rt.  

Washing: resin was washed successively with DMF (2 x 1 min), DCM (2 x 1 min), MeOH (2 x 1 min) and 

DCM (2 x 1 min). 

Kaiser test: negative (if positive, coupling was reiterated) 

Capping: Resin was stirred with 20% Ac2O in DMF (1 x 10 min) 

Fmoc deprotection: resin was stirred with 2% DBU and 2% piperidine in DMF for 1 x 1 min and 1 x 

15min at rt. 

Washing: resin was washed successively with DMF (2 x 1 min), DCM (2 x 1 min), MeOH (2 x 1 min) and 

DCM (2 x 1 min). 

Kaiser test: positive (if negative, deprotection was reiterated in the same conditions) 

Coupling or acylation: depending of the desired structure, resin can be acylated with carboxylic acid, 

benzoyl chloride or acetic anhydride. 

 Acylation: carboxylic acid (3 eq) was preactivated with BOP (3 eq) and DIEA (4.5 eq) in DCM for 

5 min at rt. The reaction mixture was added to the resin and stirred for 45 min at rt then washed 

following washing protocol. 

 Benzoylation: resin was stirred with BzCl (3 eq) and DIEA (4.5 eq) in DCM for 45 min at rt then 

washed following washing protocol. 

 Acetylation: Resin was stirred with 20% Ac2O in DMF for 45 min at rt then washed following 

washing protocol. 
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Cleavage: Resin was stirred in TFA with 5% thioanisole and 3% TIS for 2 x 15 min at rt. The resulting 

solution was concentrated under reduced pressure and the residue was precipitated in Et2O. The 

precipitate was pure or needed to be purified on reversed phase flash chromatography. 

Method H: Buchwald cyclization/liquid phase 

2-bromophenylalanine derivative (1 eq), Pd, ligand and base were degassed 3 times with argon. 

Previously degassed solvent was added to the vessel and the mixture was heated for X hours. Reaction 

mixture is directly purified on flash chromatography to afford desired cyclized products.  

Method I: Acylation and coupling with diethylamine 

Desired carboxylic acid (1 eq) and HATU (1 eq) were stirred with DIEA (5 eq) in DMF for 15 min at rt. 

The deprotected dihydroquinolin-2-one 90 (1 eq) was added to the previous mixture and stirred for 1h 

at rt. Diethylamine (1.6 eq) was added to the reaction mixture and stirred for 10 min at rt then HATU 

(1 eq) was added and the reaction mixture was stirred for 1h at rt. Reaction mixture was diluted with 

15 mL of water and extracted with 2x20 mL EtOAc. Organic phases were combined and washed with 

HCl 1N, NaHCO3 sat, brine, dried on Na2SO4, filtered, concentrated under reduce pressure and purified 

over flash chromatography (20 to 100% EtOAc in heptane) to give the desired compound. 

Method J: Buchwald cyclization/solid phase 

Peptide linked to resin (20 mg, 1 eq), Pd, ligand and base were degassed 3 times with argon. 

Previously degassed solvent was added to the vessel and the mixture was heated for X hours. The 

reaction medium is transferred in a 1 mL solid phase syringe and filtered. Resin was washed 

successively with DMF (2 x 1 min), DCM (2 x 1 min), MeOH (2 x 1 min) and DCM (2 x 1 min) then 

cleaved using TFA with 3% TIS (2 x 15 min). Solvent was evaporated and the residue precipitated in 

Et2O and directly passed on HPLC.  
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25a N,N-diethyl-2-(5-oxo-2-phenylimidazo[1,2-c]quinazolin-6(5H)-yl)acetamide 

 

C22H22N4O2 

374.44 g/mol 

FH0143 

25a was prepared following method A to give a white powder after purification on flash 
chromatography (281.1 mg, 80%). 

mp = 183-185°C 

tR = 4.13 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.16 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.36 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 3.41-3.49 (m, 4H), 5.05 (s, 

2H), 7.01 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.34 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.43-7.52 (m, 3H), 7.96 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.01 (s, 
1H), 8.44 (dd, J = 1.5, 7.8 Hz, 1H).  
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 13.2, 14.6, 41.1, 41.7, 45.1, 109.5, 113.9, 114.5, 124.0, 124.7, 126.1, 
128.2, 128.9, 130.8, 133.2, 136.3, 143.4, 144.7, 146.2, 164.8. 

  

33f 2-(2-(3-chlorophenyl)-5-oxoimidazo[1,2-c]quinazolin-6(5H)-yl)acetic acid 

 

C18H12ClN3O3 

353.76 g/mol 

FH0686 

Ethyl 2-(2-(3-chlorophenyl)-5-oxoimidazo[1,2-c]quinazolin-6(5H)-yl)acetate (80 mg, 0.21 mmol, 1 eq) 

was heated under reflux in a mixture of acetic acid (1 mL) and HCl 6N (3 mL) for 3 h. After cooling, 
water was added and the precipitate was filtered and washed with water to give a pale beige 
powder (43 mg, 58%). 

tR = 4.62 min 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 5.09 (s, 2H), 7.54 (m, 5H), 8.05 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 8.14 (s, 1H), 8.36 (d, 
J = 7.7 Hz, 1H), 8.63 (s, 1H), 13.4 (br s, 1H). 

 

25f 2-(2-(3-chlorophenyl)-5-oxoimidazo[1,2-c]quinazolin-6(5H)-yl)-N,N-diethylacetamide 

 

C22H21ClN4O2 

408.89 g/mol 

FH0687 
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Following method A, 25f was obtained as a beige solid without purification (45 mg, quant). 

mp = 224-225°C 

tR = 4.56 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.17 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.39 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 3.43-3.53 (m, 4H), 5.10 (s, 

2H), 7.05 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.29-7.39 (m, 3H), 7.53 (ddd, J = 1.55, 7.3, 8.8 Hz, 1H), 7.81 (dt, J = 1.4, 
7.7 Hz, 1H), 7.99 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 8.03 (s, 1H), 8.45 (dd, J = 1.5, 7.8 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 13.2, 14.7, 41.1, 41.7, 45.2, 110.1, 113.9, 114.6, 124.1, 124.2, 124.8, 
126.2, 128.2, 130.2, 131.1, 135.0, 135.1, 136.5, 143.5, 143.7, 146.2, 164.7. 

 

25j 2-(2-(tert-butyl)-5-oxoimidazo[1,2-c]quinazolin-6(5H)-yl)-N,N-diethylacetamide 

 

C20H26N4O2 

354.45 g/mol 

FH0685 

Following method B, product was obtained as a pure white powder after filtration (376 mg, 85%). 

mp = 179°C 

tR = 3.60 min 
1H NMR (400 MHz, MeOD): 1.15 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.38-1.40 (m, 12H), 3.43 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 3.59 
(q, J = 7.0 Hz, 2H), 5.24 (s, 2H), 7.25 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.38 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.55-7.59 (m, 2H), 8.40 

(d, J = 7.7 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, MeOD): 13.4, 14.5, 30.3, 33.3, 42.3, 43.0, 46.2, 109.2, 114.6, 116.4, 124.0, 

125.1, 132.1, 137.9, 144.6, 147.6, 156.6, 167.6.  

 

25c N,N-diethyl-2-(2-(4-methoxyphenyl)-5-oxoimidazo[1,2-c]quinazolin-6(5H)-yl)acetamide 

 

C23H24N4O3 

404.47 g/mol 

FH0689 

Following method B, 25c was obtained as a pale beige powder after filtration (32 mg, 42%). 

mp = 204°C 

tR = 11.14 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.15 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.36 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 3.44 (m, 4H), 3.85 (s, 3H), 
5.05 (s, 2H), 6.97 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.02 (m, 1H), 7.33 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.48 (t, J = 8.4 Hz, 1H), 7.89 

(m, 3H), 8.43 (m, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 13.2, 14.6, 29.9, 41.1, 41.7, 45.1, 55.5, 108.4, 114.3, 114.5, 123.9, 124.6, 
125.9, 127.4, 130.7, 136.3, 143.3, 144.6, 146.2, 159.8, 164.9. 
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25n N-methyl-2-(5-oxo-2-phenylimidazo[1,2-c]quinazolin-6(5H)-yl)-N-phenylacetamide 

 

C25H20N4O2 

408.46 g/mol 

FH0428 

25n was obtained as a white powder following method A (37.6 mg, 98%). 

tR = 12.41 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.33 (s, 3H), 4.80 (s, 2H), 7.01 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.30-7.44 (m, 7H), 7.49-
7.54 (m, 3H), 7.93 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.97 (s, 1H), 8.44 (dd, J = 1.5, 7.8 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 38.0, 45.9, 109.4, 114.0, 114.3, 124.1, 124.7, 126.0, 127.2, 128.2, 128.9, 
129.0, 130.5, 130.8, 133.1, 136.0, 142.3, 143.3, 144.7, 146.0, 165.9. 

 

3 7-chloro-5-(4-chlorophenyl)-1-methyl-2,3-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-2-one 

 

C16H12Cl2N2O 

319.19 g/mol 

FH0150 

Method B was applied to 37 (400 mg, 1.31 mmol, 1 eq) to give 3 as an orange crystalline solid (346.3 
mg, 83%) after purification using flash chromatography (0 to 70% of EtOAc in heptane). 

tR = 4.34 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.37 (s, 3H), 3.75 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 4.81 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 

2.5 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.37 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.51 (dd, J = 2.5, 8.8 Hz, 1H), 7.55 (d, J = 
8.7 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 35.1, 57.1, 122.8, 128.8, 129.6, 129.8, 129.8, 130.9, 131.8, 136.7, 137.1, 
142.8, 167.9, 169.9. 

 

24 N-benzyl-N-ethyl-2-(7-methyl-8-oxo-2-phenyl-7,8-dihydro-9H-purin-9-yl)acetamide 

 

C23H23N5O2 

401.47g/mol 

FH0250 

24 was obtained as a white powder following method A without further purification (253 mg, 83%). 

tR = 4.14 min 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.29 (2t, J = 7.2 Hz, 3H), 3.36-3.45 (m, 5H), 4.59, 4.60 (2s, 2H), 4.76, 4.82 

(2s, 2H), 7.32-7.45 (m, 8H), 8.14, 8.18 (2s, 1H), 8.32-8.35 (m, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 12.6, 13.9, 14.2, 21.0, 27.4, 27.4, 19.7, 40.8, 41.3, 41.4, 41.8, 48.8, 49.9, 

60.4, 122.1, 122.1, 126.3, 127.5, 127.7, 127.9, 128.0, 128.3, 128.4, 128.6, 129.1, 129.8, 131.8, 131.9, 
136.1, 137.1, 137.9, 149.9, 1450.0, 157.8, 157.9, 165.4, 165.4, 171.1.   

 

47 ethyl 6-chloro-1-methyl-1H-indole-2-carboxylate 

 

C12H12ClNO2 

236.68 g/mol 

FH0130 

MeI (150 µL, 2.41 mmol, 2 eq) was added to a solution of ethyl 6-chloro-1H-indole-2-carboxylate 

(270 mg, 1.2 mmol, 1 eq) and K2CO3 (417.1 mg, 3.0 mmol, 2.5 eq) in DMF (5 mL). After 2h stirring at 
rt, ice and water were added to the mixture and stirred for 1h. The precipitate was filtered and 
washed with water to give 47 as a brown solid (271 mg, 94%). 

tR = 5.09 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.41 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 4.04 (s, 3H), 4.37 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 7.11 (dd, J = 
1.8, 8.5 Hz, 1H), 7.26 (s, 1H), 7.28 (s, 1H), 7.57 (d, J = 8.5 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 14.6, 31.9, 60.9, 110.3, 110.4, 121.7, 123.7, 124.6, 129.0, 131.2, 140.1, 
162.1. 

 

48 ethyl 6-chloro-3-(2-ethoxy-2-oxoacetyl)-1-methyl-1H-indole-2-carboxylate 

 

C16H16ClNO5 

337.76 g/mol 

FH0133 

A solution of TiCl4 (1M in DCM, 0.93 mL, 0.93 mmol, 1.11 eq) and ethyl oxalyl monochloride (103.6 

µL, 0.92 mmol, 1.1 eq) in DCM (8 mL) was stirred at rt for 30 min then 47 (200 mg, 0.84 mmol, 1 eq) 
was added and the reaction mixture was stirred for 4h at rt. Reaction mixture was then cooled in an 
ice bath and DCM and water were added (8 mL each). Organic and aqueous phases were separated 

then organic phase was washed with brine and concentrated under reduced pressure. The residue 
was purified over flash chromatography (0 to 70% of EtOAc in heptane) to give 48 as a brown 

powder (226.4 mg, 80%). 

tR = 4.61 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.38 (t, J = 7.2 Hz, 6H), 3.97 (s, 3H), 4.31-4.39 (m, 4H), 7.29 (dd, J = 1.8, 
8.7 Hz, 1H), 7.41 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 8.10 (d, J = 8.7 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 14.1, 14.2, 32.4, 62.5, 62.6, 110.7, 115.1, 123.8, 124.5, 124.9, 132.1, 
134.5, 138.2, 1360.9, 163.1, 181.8. 
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49 Ethyl 7-chloro-5-methyl-4-oxo-3-phenyl-4,5-dihydro-3H-pyridazino[4,5-b]indole-1-

carboxylate 

 

C20H16ClN3O3 

381.82 g/mol 

FH0135 

Phenylhydrazine (193.9 µL, 1.95 mmol, 3 eq) was added to a solution of 48 (220 mg, 0.65 mmol, 1 
eq) in acetic acid (6 mL) and stirred in a sealed vessel for 30 min at rt and heated 1.5 h at 135°C.  The 

reaction mixture was completed with 10 mL of DCM then poured in a NaHCO3 sat solution. Organic 
phase was separated then washed with water then brine. After removal of volatiles, the residue was 
purified using flash chromatography (0 to 70% of EtOAc in heptane) to give 49 as a brown powder 

(204.1 mg, 82%). 

tR = 5.36 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.47 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 4.34 (s, 3H), 4.54 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 7.36 (dd, J = 
1.8, 8.8 Hz, 1H), 7.42-7.54 (m, 4H), 7.67 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 8.64 (d, J = 8.9 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 14.5, 32.1, 62.5, 110.5, 116.0, 118.5, 123.5, 126.4, 127.0, 128.6, 129.1, 

131.8, 134.3, 135.1, 141.4, 142.0, 155.5, 164.2 

 

50 7-chloro-1-(hydroxymethyl)-5-methyl-3-phenyl-3,5-dihydro-4H-pyridazino[4,5-b]indol-4-

one 

 

C18H14ClN3O2 

339.78 g/mol 

FH0140 

Anhydrous methanol (111 µL, 2.75 mmol, 5.25 eq) and NaBH4 (123.8 mg, 3.27 mmol, 6.25 eq) were 
added to a solution of 49 (200 mg, 0.52 mmol, 1 eq) in anhydrous THF (8 mL) and heated overnight 

at 70°C. The reaction mixture was poured on 50 mL HCl 1N solution and the white precipitate was 
extracted by 2x50 mL DCM. Organic phases were combined, dried over Na2SO4, filtered then 
concentrated under reduced pressure. The residue was purified on flash chromatography (0 to 70% 

of EtOAc in heptane) to afford 50 as a white solid (137.4 mg, 77%). 

tR = 4.38 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 4.30 (s, 3H), 5.12 (s, 2H), 7.39 (dd, J = 1.8, 8.5 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 7.3 Hz, 

1H), 7.48-7.52 (m, 3H), 7.61 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.98 (d, J = 8.5 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 32.0, 62.9, 111.0, 115.6, 118.6, 123.6, 124.2, 126.4, 128.4, 129.0, 131.6, 

133.9, 141.6, 141.7, 143.6, 155.6. 

 

51 (7-chloro-5-methyl-4-oxo-3-phenyl-4,5-dihydro-3H-pyridazino[4,5-b]indol-1-yl)methyl 
methanesulfonate 

 

C19H16ClN3O4S 

417.86 g/mol 

FH0144 
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Triethylamine (91.6 µL, 0.66 mmol, 1.6 eq) then MsCl (44.6 µL, 0.58 mmol, 1.4 eq) were added at 

0°C to a solution of 50 (140 mg, 0.41 mmol, 1 eq) in DCM (10 mL) and allowed to slowly return to rt. 
The reaction mixture was concentrated under reduced pressure and the white residue was dried 
under vacuum for 2h and directly dissolved in next step after 1H NMR (with traces of triethylamine). 

tR = 4.38 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.77 (s, 3H), 4.34 (s, 3H), 5.60 (s, 2H), 7.40-7.44 (m, 2H), 7.48-7.52 (m, 
2H), 7.57-7.61 (m, 3H), 8.09 (d, 8.7 Hz, 1H). 

 

52 2-(7-chloro-5-methyl-4-oxo-3-phenyl-4,5-dihydro-3H-pyridazino[4,5-b]indol-1-
yl)acetonitrile 

 

C19H13ClN4O 

348.79 g/mol 

FH0145 

NaCN (40.4 mg, 0.82 mmol, 2 eq) was added to a solution of 51 (172.2 mg, 0.41 mmol, 1 eq) in 
DMSO (2 mL) then heated overnight at 70°C. Water (5 mL) was added to the mixture and the white 

precipitate was filtered and washed with water to give 52 as a white powder after drying (105.7 mg, 
74%). 

tR = 4.46 min 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 4.30 (s, 3H), 4.73 (s, 2H), 7.43-7.63 (m, 6H), 8.03 (s, 1H), 8.18 (d, J = 

8.7 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): 27.8, 31.8, 111.7, 114.8, 116.5, 117.7, 122.7, 123.8, 126.3, 127.9, 
128.6, 130.8, 132.3, 136.0, 140.9, 141.4, 154.2. 

 

53 Methyl 2-(7-chloro-5-methyl-4-oxo-3-phenyl-4,5-dihydro-3H-pyridazino[4,5-b]indol-1-
yl)acetate 

 

C20H16ClN3O3 

381.82 g/mol 

FH0146 

Gaseous HCl was bubbled in a solution of 52 (105.7 mg, 0.30 mmol, 1 eq) in methanol (25 mL). The 
reaction mixture was heated under reflux for 2h. Reaction mixture was concentrated under reduced 
pressure and the residue was washed with water and brine then dried over Na2SO4, filtered and 

concentrated. The residue was purified on flash chromatography (0 to 70% of EtOAc in heptane) to 
afford 53 as a white powder (71.6 mg, 62%). 

tR = 4.55 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.72 (s, 3H), 4.17 (s, 2H), 4.34 (s, 3H), 7.36 (dd, J = 1.8, 7.5 Hz, 1H), 7.40 
(m, 1H), 7.50 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.55 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.85 (d, J = 8.5 Hz, 
1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 31.9, 40.3, 52.7, 111.1, 117.1, 118.9, 122.9, 123.5, 126.4, 128.2, 128.9, 
131.6, 133.7, 139.0, 141.6, 141.7, 155.4, 170.1. 
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20 2-(7-chloro-5-methyl-4-oxo-3-phenyl-4,5-dihydro-3H-pyridazino[4,5-b]indol-1-yl)-N,N-

dimethylacetamide 

 

C21H19ClN4O2 

394.86 g/mol 

FH0147 

Dimethylamine (2M in THF, 1.5 mL, 3 mmol, 16 eq) was added at 0°C to a solution of AlMe3 (2M in 

heptane, 1.5 mL, 3 mmol, 16 eq) in toluene (22.5 mL) and stirred 30 min at rt then 53 (71.6 mg, 0.19 
mmol, 1 eq) was added and the vessel was sealed then refluxed at 125°C for 4h. After cooling, water 
and DCM were added and filtered to remove precipitate. The filtrate was evaporated under reduced 

pressure and the residue dissolved in DCM. Organic phase was washed with HCl 1N, water, brine, 
dried over Na2SO4, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified on 
flash chromatography (EtOAc 20 to 100% in heptane) to afford SSR-180,575 as a white powder (58.5 

mg, 79%). 

tR = 4.04 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.99 (s, 3H), 3.22 (s, 3H), 4.19 (s, 2H), 4.32 (s, 3H), 7.34 (dd, J = 1.9, 8.7 

Hz, 1H), 7.39 (m, 1H), 7.49 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.52 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.94 (d, J 
= 8.5 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 31.9, 35.9, 37.9, 39.9, 110.9, 117.7, 119.2, 123.3, 123.6, 126.4, 128.1, 
128.9, 131.5, 133.5, 140.6, 141.6, 141.9, 155.5, 168.6. 

Phe 

57a (9H-fluoren-9-yl)methyl (S)-(1-(methyl(phenyl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-
yl)carbamate 

 

C31H28N2O3 

476.57 g/mol 

FH0003 

57a was obtained as a white solid following method E (207 mg, 67%). 

tR = 4.25 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.76 (B of ABX, JAB = 13.2 Hz, JBX = 6.9 Hz, 1H), 2.92 (A of ABX, JAB = 13.2 
Hz, JAX = 7.5 Hz, 1H), 3.22 (s, 3H), 4.15-4.36 (m, 3H), 4.59 (X of ABX, JAX = 7.5 Hz, JBX = 6.9 Hz, 1H), 5.49 

(d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.83 (br s, 2H), 6.93 (m, 2H), 7.22 (m, 3H), 7.29-7.35 (m, 5H), 7.39 (t, J = 7.5 Hz, 
2H), 7.55 (m, 2H), 7.75 (d, J = 7.5 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 37.8, 39.9, 47.33, 52.9, 67.1, 120.1, 125.3, 125.4, 127.1, 127.2, 127.5, 
127.9, 128.3, 128.6, 129.6, 129.9, 136.5, 141.5, 142.6, 144.1, 144.1, 155.6, 171.7. 

 

57b (9H-fluoren-9-yl)methyl (S)-(1-(dimethylamino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)carbamate 

 

C26H26N2O3 

414.50 g/mol 

FH0045 
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57b was obtained as a white solid following method E (201 mg, 75%). 

tR = 4.65 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.64 (s, 3H), 2.88 (s, 3H), 2.96-3.06 (m, A and B of ABX, 2H), 4.19 (t, J = 7.3 
Hz, 1H), 4.29-4.39 (m, 2H), 4.90 (m, X of ABX, 1H), 5.82 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.18-7.33 (m, 7H), 7.40 (t, J 
= 7.4 Hz, 2H), 7.57-7.60 (m, 2H), 7.76 (d, J = 7.5 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 35.9, 37.1, 40.2, 47.4, 52.2, 67.3, 120.2, 125.4, 125.4, 127.3, 127.9, 
128.7, 129.6, 136.3, 141.5, 144.1, 155.9, 171.7. 

 

57c (9H-fluoren-9-yl)methyl (S)-(1-(diethylamino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)carbamate 

 

C28H30N2O3 

442.56 g/mol 

FH0026 

57c was obtained as a white solid following method E (251.7 mg, 88%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.99 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.06 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.91-3.11 (m, 5H), 3.55 (B 
of ABX, JAB = 13.6 Hz, JBX = 6.9 Hz, 1H), 4.19 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 4.27-4.41 (m, 2H), 4.80 (X of ABX, JAX = 
8.2 Hz, JBX = 6.9 Hz, 1H), 4.68 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.19-7.33 (m, 7H), 7.40 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.57-7.60 

(m, 2H), 7.76 (d, J = 7.5 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 12.8, 14.2, 40.4, 40.5, 41.6, 47.2, 51.9, 66.9, 119.9, 125.1, 125.2, 126.9, 

127.0, 128.4, 129.6, 136.3, 141.3, 143.9, 159.3, 170.5. 

 

57d (9H-fluoren-9-yl)methyl (S)-(1-(dipropylamino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)carbamate 

 

C30H34N2O3 

470.61 g/mol 

FH0006 

57d was obtained as a white solid following method E (229 mg, 75%). 

tR = 4.48 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.81 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 0.86 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 1.30-1.51 (m, 4H), 2.80-
3.07 (m, 5H), 3.43 (m, 1H), 4.19 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 4.27-4.41 (m, 2H), 4.83 (m, X of ABX, 1H), 5.65 (d, J 
= 8.9 Hz, 1H), 7.20-7.33 (m, 7H), 7.40 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.56-7.58 (m, 2H), 7.76 (d, J = 7.5 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 11.3, 20.9, 22.4, 40.6, 47.4, 48.3, 49.5, 52.2, 67.1, 120.1, 125.3, 125.4, 
127.1, 127.3, 127.9, 128.6, 129.7, 136.5, 141.5, 144.1, 155.7, 171.1. 

 

57e (9H-fluoren-9-yl)methyl (S)-(1-(benzyl(methyl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-

yl)carbamate 

 

C32H30N2O3 

490.60 g/mol 

FH0002 

57e was obtained as a white solid following method E (321.9 mg, 85%). 
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tR = 4.36 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.66, 2.88 (2s, 3H), 3.04-3.08 (2d, J = 7.2 Hz, 2H), 4.11-4.45 (m, 4H), 4.64 
(d, J = 14.6 Hz, 1H), 4.97 (m, 1H), 5.67-5.78 (2d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.99-7.36 (m, 12H), 7.43 (t, J = 7.4 Hz, 

2H), 7.59-7.64 (m, 2H), 7.79 (d, J = 7.5 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 33.9, 34.5, 39.9, 40.2, 47.2, 51.3, 52.1, 52.1, 53.0, 67.1, 120.0, 125.2, 

125.2, 126.7, 127.0, 127.1, 127.5, 127.7, 127.8, 128.2, 128.5, 128.6, 128.6, 128.9, 129.5, 129.6, 
136.1, 136.3, 136.4, 141.3, 143.9, 143.9, 155.6, 155.7, 171.5, 171.8.  

 

57f (9H-fluoren-9-yl)methyl (S)-(1-(methyl(phenethyl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-
yl)carbamate 

 

C33H32N2O3 

504.63 g/mol 

FH0004 

57f was obtained as a white solid following method E (64.6mg, 20%). 

tR = 4.46 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.57-3.01 (m, 7H), 3.16-3.66 (m, 2H), 4.17-4.43 (m, 3H), 4.75-4.91 (m, 
1H), 5.57, 5.70 (2d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.08-7.36 (m, 12H), 7.43 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.58-7.63 (m, 2H), 7.79 

(d, J = 7.5 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 14.4, 33.7, 34.2, 35.0, 40.2, 40.4, 47.4, 47.4, 50.4, 51.4, 52.1, 52.2, 60.6, 
67.2, 67.2, 120.2, 120.4, 124.6, 125.3, 125.4, 125.4, 125.5, 126.7, 126.9, 127.2, 127.3, 127.9, 128.7, 
128.7, 125.9, 128.9, 129.0, 129.6, 126.7, 129.7, 136.4, 136.6, 138.9, 141.5, 144.1, 144.1, 155.7, 

155.9, 171.3, 171.4. 

 

57g (9H-fluoren-9-yl)methyl (S)-(1-(benzyl(ethyl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-

yl)carbamate 

 

C33H32N2O3 

504.63 g/mol 

FH0005 

57g was obtained as a white solid following method E (164.9mg, 51%). 

tR = 4.49 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.99, 1.05 (2t, J = 7.2 Hz, 3H), 3.00-3.09 (m, 3H), 4.07-4.41 (m, 5H), 4.79-
4.94 (m, 2H), 5.67 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.99-7.33 (m, 12H), 7.40 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 7.56-7.60 (m, 2H), 

7.77 (d, J = 7.5 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 12.5, 13.9, 40.4, 40.5, 41.3, 41.7, 47.4, 48.4, 50.4, 52.2, 52.4, 67.2, 67.2, 

120.2, 125.3, 125.4, 126.9, 127.2, 127.2, 127.3, 127.6, 127.9, 128.4, 128.8, 129.1, 129.7, 129.8, 
46937, 136.5, 137.2, 141.5, 141.5, 144.1, 144.1, 148.6, 155.7, 155.8, 157.3, 171.6.  
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55a (S)-N-(1-(methyl(phenyl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)benzamide 

 

C23H22N2O2 

358.44 g/mol 

FH0017 

55a was obtained as a pale white oil following method F (21.7 mg, 93%). 

tR = 3.28 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.88 (B of ABX, JAB = 13.2 Hz, JBX = 6.4 Hz, 1H), 3.00 (A of ABX, JAB = 13.2 
Hz, JAX = 7.7 Hz, 1H), 3.24 (s, 3H), 5.04 (X of ABX, JAX = 7.7 Hz, JBX = 6.4 Hz, 1H), 6.90 (m, 2H), 6.99 (m, 

2H), 7.23 (m, 3H), 7.34-7.48 (m, 6H), 7.74 (d, J = 7.2 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 37.9, 39.5, 51.7, 127.1, 127.3, 127.5, 128.4, 128.6, 128.7, 129.6, 130.0, 

131.8, 134.3, 136.5, 142.6, 166.7, 171.8. 

 

55b (S)-N-(1-(dimethylamino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)benzamide 

 

C18H20N2O2 

296.37 g/mol 

FH0051 

55b was obtained as a white powder following method F (24.7 mg, 80%). 

tR = 3.63 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.67 (s, 3H), 2.89 (s, 3H), 3.05-3.18 (m, 2H, A and B of ABX), 5.35 (X of 
ABX, 1H), 7.14 (br s, 1H), 7.21-7.29 (m, 5H), 7.40-7.51 (m, 3H), 7.77-7.79 (m, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 35.8, 37.1, 40.1, 50.8, 127.3, 128.7, 128.7, 129.7, 131.8, 134.3, 136.5, 
140.1, 166.7, 171.4. 

 

55c (S)-N-(1-(diethylamino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)benzamide 

 

C20H24N2O2 

324.42 g/mol 

FH0039 

55c was obtained as a white powder following method F (28 mg, 90%). 

tR = 3.94 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.02 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.07 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.98-3.19 (m, 5H), 3.57 (B 
of ABX, JAB = 13.6 Hz, JBX = 7.0 Hz, 1H), 5.29 (X of ABX, JBX = 7.0 Hz, 1H), 7.19-7.29 (m, 6H), 7.40-7.51 

(m, 3H), 7.80 (d, J = 7.3 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 12.8, 14.1, 40.1, 40.6, 41.7, 50.6, 127.0, 127.1, 128.4, 128.4, 128.5, 

129.6, 131.6, 136.3, 166.4, 170.6. 
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55d (S)-N-(1-(dipropylamino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)benzamide 

 

C22H28N2O2 

342.48 g/mol 

FH0022 

55d was obtained as a pale white oil following method F (14.3 mg, 48%). 

tR = 4.33 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.80-0.88 (m, 6H), 1.38-1.55 (m, 4H), 2.84-3.17 (m, 5H), 3.45-3.51 (m, 

1H), 5.29 (m, 1H), 7.07 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.21-7.29 (m, 5H), 7.42 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.47-7.51 (m, 
1H), 7.77 (d, J = 7.3 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 11.1, 11.5, 25.1, 25.2, 40.0, 48.2, 49.3, 50.7, 126.9, 127.1, 128.4, 128.5, 
132.9, 133.4, 133.9, 136.3, 166.4, 171.1. 

 

55e (S)-N-(1-(benzyl(methyl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)benzamide 

 

C24H24N2O2 

372.47 g/mol 

FH0010 

55e was obtained as a pale white oil following method F (24.8 mg, 78%). 

tR = 3.42 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.69, 2.87 (2s, 3H), 3.13-3.17 (m, 2H, A and B of ABX), 4.18, 4.41 (2d, A of 
AB, JAB = 14.6 Hz, 1H), 4.34, 4.63 (2d, B of AB, JAB = 14.6 Hz, 1H), 5.39-5.43 (m, X of ABX, 1H), 6.99-

7.32 (m, 11H), 7.42-7.51 (m, 3H), 7.77, 7.81 (2d, J = 7.2 Hz, 2H). 

 

55f (S)-N-(1-(methyl(phenethyl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)benzamide 

 

C25H26N2O2 

386.49 g/mol 

FH0018 

55f was obtained as a pale white oil following method F (16.2 mg, 91%). 

tR = 3.55 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.53-2.83 (m, 2H), 2.71, 2.88 (2s, 3H), 3.01-3.12 (m, 2H), 3.32-3.59 (m, 

2H), 5.21-5.37 (m, 1H), 7.09-7.32 (m, 10H), 7.39-7.50 (m, 3H), 7.76-7.81 (m, 2H), 8.11 (d, J = 7.3 Hz, 
1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 29.7, 33.4, 34.1, 34.7, 35.7, 39.5, 39.8, 50.3, 50.6, 50.7, 51.3, 126.5, 
126.7, 127.0, 127.1, 127.1, 128.4, 128.5, 128.5, 128.6, 128.7, 128.8, 129.5, 129.6, 130.1, 131.6, 
131.6, 133.5, 133.9, 136.2, 136.4, 137.7, 138.6, 166.6, 171.3. 
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55g (S)-N-(1-(benzyl(ethyl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)benzamide 

 

C25H26N2O2 

386.49 g/mol 

FH0021 

55g was obtained as a pale white oil following method F (25.7 mg, 94%). 

tR = 3.60 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.01-1.07 (m, 3H), 3.10-3.21 (m, 4H), 4.19, 4.29 (2d, A of AB, JAB = 14.8 

Hz, 1H), 4.35, 4.82 (2d, B of AB, JAB = 14.8 Hz, 1H), 5.31-5.44 (m, 1H), 7.02-7.29 (m, 11H), 7.41-7.51 
(m, 3H), 7.77-7.82 (m, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 12.5, 13.9, 29.9, 40.0, 40.2, 41.3, 41.8, 48.5, 50.5, 50.8, 51.2, 127.0, 
127.2, 127.2, 127.3, 127.7, 127.9, 128.4, 128.6, 1228.9, 129.1, 129.8, 129.9, 130.3, 131.8, 131.9, 

133.6, 136.4, 137.1, 163.2, 166.8, 171.7, 171.8. 

 

58a (S)-2-amino-N-methyl-N,3-diphenylpropanamide 

 

C16H18N2O 

254.33 g/mol 

FH0067 

DBU (62.7 µL, 0.42 mmol, 2 eq) was added to a solution of 57a (100 mg, 0.21 mmol, 1 eq) in DCM (2 
mL) and the reaction mixture was stirred for 2h at rt. After completion, solvent was removed under 
vacuum then the residue was directly purified over silica gel column chromatography (1 to 5% 

MeOH in DCM) to give the desired free amine which was only characterized by 1H NMR and HPLC 
then was directly used in next step (53.4 mg, quant.). 

tR = 1.31 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.59 (A of ABX, JAB = 13.1 Hz, JAX = 7.4 Hz, 1H), 2.93 (B of ABX, JAB = 13.1 
Hz, JBX = 6.8 Hz, 1H), 3.22 (s, 3H), 3.55 (X of ABX, JAX = 7.4 Hz, JBX = 6.8 Hz, 1H), 6.83-6.92 (m, 3H), 
7.21-7.26 (m, 4H), 7.33-7.35 (m, 3H). 

 

55h (S)-2-acetamido-N-methyl-N,3-diphenylpropanamide 

 

C18H20N2O2 

296.37 g/mol 

FH0068 

Acetic anhydride (18.5 µL, 0.2 mmol, 2 eq) was added at 0°C to a solution of 58a (25 mg, 0.1 mmol, 1 
eq) and DIEA (48.7 µL, 0.3 mmol, 3 eq) in DCM (2 mL) and stirred overnight at rt. After removal of 
volatiles under vacuum, the residue was solubilized in EtOAc and organic phase was washed twice 

with HCl 1N, NaHCO3 sat, brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated under reduced 
pressure to afford 55h as a colorless oil (18.8 mg, 65%). 
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tR = 3.62 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.94 (s, 3H), 2.75 (B of ABX, JAB = 13.2 Hz, JBX = 6.5 Hz, 1H), 2.91 (A of ABX, 
JAB = 13.2 Hz, JAX = 7.9 Hz, 1H), 3.20 (s, 3H), 4.81 (X of ABX, JAX = 7.9 Hz, JBX = 6.5 Hz, 1H), 6.30 (d, J = 

8.0 Hz, 1H), 6.80 (br s, 2H), 6.92-6.94 (m, 2H), 7.21-7.23 (m, 3H), 7.29-7.33 (m, 3H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 23.4, 37.8, 39.5, 51.3, 127.0, 127.4, 128.3, 128.6, 129.6, 129.9, 136.5, 

142.5, 169.4, 171.8. 

 

55i (S)-N-(1-(methyl(phenyl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)cinnamamide 

 

C25H24N2O2 

384.48 g/mol 

FH0069 

Cinnamoyl chloride (17.9 mg, 0.11 mmol, 1.1 eq) was added at 0°C to a solution of 58a (26 mg, 0.1 
mmol, 1 eq) in DCM (2 mL) and stirred overnight at rt. After removal of volatiles under vacuum, the 

residue was solubilized in EtOAc and organic phase was washed twice with HCl 1N, NaHCO3 sat, 
brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated under reduced pressure and purified over flash 
chromatography (0 to 70% EtOAc in heptane) to give 55i as a colorless oil (38.2 mg, 97%). 

tR = 4.34 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.84 (B of ABX, JAB = 13.2 Hz, JBX = 6.3 Hz, 1H), 2.97 (A of ABX, JAB = 13.2 
Hz, JAX = 7.8 Hz, 1H), 3.23 (s, 3H), 4.97 (X of ABX, JAX = 7.8 Hz, JBX = 6.3 Hz, 1H), 6.39-6.45 (m, 2H), 6.84 

(br s, 2H), 6.97-6.99 (m, 2H), 7.22-7.24 (m, 3H), 7.33-7.37 (m, 6H), 7.46-7.49 (m, 2H), 7.57 (d, J = 15.7 
Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 37.9, 39.6, 51.5, 120.6, 127.1, 127.5, 128.0, 128.3, 128.6, 129.0, 129.6, 
129.9, 130.0, 135.0, 136.5, 141.5, 142.6, 165.2, 171.7.  

 

133 ethyl 1-benzylpiperidine-4-carboxylate 

 

C15H21NO2 

247.34 g/mol 

FH0070 

Benzyl chloride (182 µL, 1.58 mmol, 1 eq) was slowly added at 0°C to a solution of ethyl isopecotate 
(243.5 µL, 1.58 mmol, 1 eq) and TEA (329 µL, 2.37 mmol, 1.5 eq) in toluene (4 mL) then heated 

overnight at 70°C. After removal of volatiles under vacuum, the residue was solubilized in EtOAc and 
organic phase was washed twice with HCl 1N, NaHCO3 sat, brine, dried over Na2SO4, filtered, 
concentrated under reduced pressure and purified over flash chromatography (0 to 70% EtOAc in 

heptane) to give 133 as a yellow oil (308.8 mg, 79%). 

tR = 2.69 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.24 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.71-1.89 (m, 4H), 2.02 (td, J = 2.5, 11.4 Hz, 2H), 

2.24-2.30 (m, 1H), 2.85 (d, J = 11.7 Hz, 2H), 3.49 (s, 2H), 4.12 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 7.23-7.26 (m, 1H), 
7.30-7.31 (m, 4H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 14.4, 28.5, 41.5, 53.2, 60.4, 53.5, 127.2, 128.4, 129.3, 138.7, 175.5.  
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134 1-benzylpiperidine-4-carboxylic acid 

 

C13H17NO2 

219.28 g/mol 

FH0071 

NaOH (48 mg, 1.2 mmol, 2 eq) was added to a solution of 133 (150 mg, 0.6 mmol, 1 eq) in MeOH (1 

mL) and water (2 mL) and stirred for 3h at rt. HCl 2N was added dropwise until pH 6 then mixture 
was evaporated under reduced pressure. The residue was solubilized in MeOH and filtered over a 
silica pad. The filtrate was evaporated to give 134 as a yellow oil (133 mg, quant.).  

tR = 2.12 min 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 1.50 (qd, J = 3.1, 11.8 Hz, 2H), 1.72 (dd, J = 2.1, 12.7 Hz, 2H), 1.92 (t, J 
= 11.3 Hz, 2H), 1.97-2.04 (m, 1H), 2.71 (d, J = 11.2 Hz, 2H), 3.40 (s, 2H), 7.22-7.30 (m, 5H). 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): 28.7, 47.8, 52.8, 62.5, 126.7, 128.1, 128.7, 138.6, 178.1. 

 

55j (S)-1-benzyl-N-(1-(methyl(phenyl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)piperidine-4-
carboxamide 

 

C29H33N3O2 

455.60 g/mol 

FH0121 

134 (13.8 mg, 0.063 mmol, 1.2 eq) was reacted with 58a (13.3 mg, 0.052 mmol, 1 eq) following 

method E to give 55j as a yellow oil (23.9 mg, quant.). 

tR = 3.45 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.68-1.77 (m, 4H), 1.99-2.08 (m, 3H), 2.69 (B of ABX, JAB = 13.3 Hz, JBX = 

7.0 Hz, 1H), 2.87 (A of ABX, JAB = 13.2 Hz, JAX = 7.2 Hz, 1H), 2.93 (m, 2H), 3.21 (s, 3H), 3.52 (s, 2H), 
4.85 (X of ABX, JAX = 7.2 Hz, JBX = 7.0 Hz, 1H), 6.2 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.87-6.90 (m, 3H), 7.19 (m, 3H), 
7.24-7.36 (m, 9H). 

LC-MS calcd : 455.2, Found [M+H] : 456.2 

 

57k (9H-fluoren-9-yl)methyl (S)-(3-(4-(tert-butoxy)phenyl)-1-(methyl(phenyl)amino)-1-
oxopropan-2-yl)carbamate 

 

C35H36N2O4 

548.68 g/mol 

FH0024 

57k was obtained as a white solid following method E (244.2 mg, 82%). 

tR = 4.48 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.10 (s, 9H), 2.73 (B of ABX, JAB = 12.8 Hz, JBX = 6.7 Hz, 1H), 2.90 (A of ABX, 
JAB = 12.8 Hz, JAX = 8.0 Hz, 1H), 3.20 (s, 3H), 4.17 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 4.24-4.35 (m, 2H), 4.53 (X of ABX, 

JAX = 8.0 Hz, JBX = 6.7 Hz, 1H), 5.47 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.79-6.84 (m, 6H), 7.31 (m, 5H), 7.40 (t, J = 7.4 
Hz, 2H), 7.56 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 7.75 (d, J = 7.4 Hz, 2H). 
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57l (9H-fluoren-9-yl)methyl (S)-(4-methyl-1-(methyl(phenyl)amino)-1-oxopentan-2-

yl)carbamate 

 

C28H30N2O3 

442.56 g/mol 

FH0105 

57l was obtained as a white powder following method A (165.4 mg, 88%). 

tR = 5.01 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.38 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 0.72 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.21 (m, 1H), 1.39-1.48 (m, 
2H), 3.25 (s, 3H), 4.17 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 4.29-4.32 (m, 2H), 4.46 (td, J = 2.9, 10.2 Hz, 1H), 5.54 (d, J = 
7.3 Hz, 1H), 7.21-7.29 (m, 4H), 7.31-7.36 (m, 3H), 7.41 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.57 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 7.70 

(d, J = 7.7 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 20.7, 23.4, 14.4, 37.7, 42.4, 47.2, 50.0, 66.9, 119.9, 120.0, 125.2, 127.0, 
127.6, 127.7, 128.3, 129.9, 141.3, 142.7, 143.9, 144.0, 156.2, 173.1. 

 

57m (9H-fluoren-9-yl)methyl ((2S,3R)-3-methyl-1-(methyl(phenyl)amino)-1-oxopentan-2-
yl)carbamate 

 

C28H30N2O3 

442.56 g/mol 

FH0107 

57m was obtained as a white powder following method A (163.3 mg, 87%). 

tR = 5.02 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.73 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.77 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 0.93-1.01 (m, 1H), 1.40-

1.47 (m, 1H), 1.58-1.63 (m, 1H), 3.31 (s, 3H), 4.22 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 4.29-4.42 (m, 3H), 5.40 (d, J = 9.8 
Hz, 1H), 7.24 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.30-7.47 (m, 7H), 7.61 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 7.4 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 11.5, 15.9, 24.2, 38.0, 38.6, 47.5, 55.7, 67.1, 120.2, 120.2, 125.4, 125.4, 
127.3, 127.8, 127.9, 127.9, 128.3, 130.0, 141.5, 144.1, 156.2, 172.4.  

 

57n (9H-fluoren-9-yl)methyl (S)-(2-(methyl(phenyl)amino)-2-oxo-1-phenylethyl)carbamate 

 

C30H26N2O3 

461.55 g/mol 

FH0084 

57n was obtained as a white powder following method E (100.3 mg, 81%). 

tR = 4.94 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.29 (s, 3H), 4.15-4.35 (m, 3H), 5.32 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 6.19 (d, J = 7.7 Hz, 
1H), 6.99 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 7.19-7.39 (m, 12H), 7.55 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.74 (d, J = 7.5 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 38.2, 47.3, 56.3, 67.2, 120.1, 125.4, 127.2, 127.8, 128.0, 128.1, 128.4, 
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128.6, 128.8, 129.9, 137.6, 141.4, 142.3, 144.0, 144.2, 155.5, 170.2. 

 

57o (9H-fluoren-9-yl)methyl (S)-(1-(methyl(phenyl)amino)-1-oxo-4-phenylbutan-2-
yl)carbamate 

 

C32H30N2O3 

490. 60 g/mol 

FH0085 

57o was obtained as a white powder following method E (92.5 mg, 76%). 

tR = 5.19 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.75-1.85 (m, 2H), 2.36-2.44 (m, 1H), 2.51-2.58 (m, 1H), 3.28 (s, 3H), 4.22 
(t, J = 7.2 Hz, 1H), 4.32-4.39 (m, 2H), 4.41-4.47 (m, 1H), 5.55 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 7.2 Hz, 

2H), 7.18-7.22 (m, 4H), 7.30-7.41 (m, 8H), 7.62 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 7.4 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 31.5, 34.7, 37.8, 47.2, 51.1, 66.9, 119.9, 120.0, 125.2, 125.2, 125.9, 

127.1, 127.3, 127.7, 128.3, 128.3, 128.4, 130.0, 140.8, 141.3, 141.4, 143.8, 144.0, 156.0, 172.2. 

 

59a (S)-N-(3-(4-(tert-butoxy)phenyl)-1-(methyl(phenyl)amino)-1-oxopropan-2-yl)benzamide 

 

C27H30N2O3 

430.55 g/mol 

FH0036 

59 was obtained as a white oil according to method F (27.1 mg, 86%). 

tR = 4.36 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.33 (s, 9H), 2.84 (B of ABX, JAB = 13.1 Hz, JBX = 6.5 Hz, 1H), 2.97 (A of ABX, 
JAB = 13.1 Hz, JAX = 8.3 Hz, 1H), 3.23 (s, 3H), 5.00 (X of ABX, JAX = 8.3 Hz, JBX = 6.5 Hz, 1H), 6.82-6.89 (m, 

6H), 7.34-7.42 (m, 5H), 7.47 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.73 (d, J = 7.2 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 29.1, 37.8, 39.0, 51.7, 78.6, 124.3, 127.3, 127.5, 128.4, 128.6, 128.7, 

129.9, 130.2, 130.3, 131.4, 131.8, 133.6, 134.3, 142.6, 154.5, 166.6. 

 

60 (S)-N-(4-methyl-1-(methyl(phenyl)amino)-1-oxopentan-2-yl)benzamide 

 

C20H24N2O2 

324.42 g/mol 

FH0119 

60 was obtained as a colorless oil according to method F (48.3 mg, 94%). 

tR = 4.23 min 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.46 (d, J = 6.5 Hz, 3H), 0.75 (d, J = 6.5 Hz, 3H), 1.31-1.35 (m, 1H), 1.48-

1.59 (m, 2H), 3.31 (s, 3H), 4.94-4.99 (m, 1H), 6.93 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.36-7.42 (m, 5H), 7.46-7.51 (m, 
3H), 7.81 (d, J = 7.2 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 21.1, 23.5, 24.8, 37.9, 42.7, 48.9, 127.3, 127.8, 128.5, 128.6, 130.2, 
131.7, 134.3, 142.8, 167.2, 173.3. 

 

61 N-((2S,3R)-3-methyl-1-(methyl(phenyl)amino)-1-oxopentan-2-yl)benzamide 

 

C20H24N2O2 

324.42 g/mol 

FH0120 

61 was obtained as a yellow oil according to method F (42.4 mg, 83%). 

tR = 4.17 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.75-0.79 (m, 6H), 0.96-1.06 (m, 1H), 1.45-1.52 (m, 1H), 1.67-1.74 (m, 
1H), 3.32 (s, 3H), 4.85 (dd, J = 6.9, 9.3 Hz, 1H), 6.83 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.36-

7.50 (m, 6H), 7.81 (d, J = 7.2 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 11.5, 16.0, 24.5, 38.0, 38.9, 54.2, 127.3, 127.8, 128.3, 128.7, 130.0, 

131.7, 134.6, 142.9, 166.9, 172.5. 

 

62 (S)-N-(2-(methyl(phenyl)amino)-2-oxo-1-phenylethyl)benzamide 

 

C22H20N2O2 

344.41 g/mol 

FH0094 

62 was obtained as a pale yellow oil after Method F (39.5 mg, 53%). 

tR = 4.11 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.30 (s, 3H), 5.73 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 6.96 (br s, 2H), 7.05 (dd, J = 1.6, 7.5 

Hz, 2H), 7.18-7.23 (m, 3H), 7.32-7.34 (m, 3H), 7.39 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.47 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.59 (d, J 
= 7.9 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 7.2 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 38.3, 55.2, 127.3, 128.1, 128.2, 128.2, 128.3, 128.6, 128.6, 128.6, 128.7, 
128.8, 129.9, 131.8, 134.2, 137.7, 142.2, 166.2, 170.4. 

 

63 (S)-N-(1-(methyl(phenyl)amino)-1-oxo-4-phenylbutan-2-yl)benzamide 

 

C24H24N2O2 

372.47 g/mol 

FH0097 
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63 was obtained as a pale yellow oil according to method F (44.3 mg, 63%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.83-2.01 (m, 2H), 2.44-2.62 (m, 2H), 3.30 (s, 3H), 4.90-4.96 (m, 1H), 7.02 
(d, J = 6.9 Hz, 2H), 7.05 (br s, 1H), 7.10-7.21 (m, 3H), 7.25-7.27 (m, 2H), 7.36-7.50 (m, 6H), 7.78 (d, J = 

7.0 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 31.8, 34.7, 38.1, 50.2, 126.1, 127.3, 127.5, 128.5, 128.6, 128.6, 128.7, 

130.2, 130.3, 131.8, 133.7, 134.3, 141.1, 142.6, 167.1, 172.4.  

 

59b (S)-N-(3-(4-hydroxyphenyl)-1-(methyl(phenyl)amino)-1-oxopropan-2-yl)benzamide 

 

C23H22N2O3 

374.44 g/mol 

FH0044 

59a (20 mg, 0.046 mmol, 1 eq) was treated by a solution of TFA and DCM (1/1, 2mL) for 30 min and 
volatiles were removed under vacuum. The residue was purified on reversed phase flash 
chromatography (MeOH 0 to 100% in water) to give 59b as a white powder. 

tR = 3.74 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.78 (B of ABX, JAB = 13.5 Hz, JBX = 6.5 Hz, 1H), 2.93 (A of ABX, JAB = 13.5 
Hz, JAX = 7.3 Hz, 1H), 3.26 (s, 3H), 5.02 (X of ABX, JAX = 7.3 Hz, JBX = 6.5 Hz, 1H), 6.66 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 

6.51 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.86 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 9.98 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 7.34-7.42 (m, 5H), 7.47 (d, J = 
7.2 Hz, 1H), 7.73 (d, J = 7.3 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 37.9, 38.6, 40.8, 51.8, 115.6, 127.3, 127.5, 128.3, 128.5, 128.7, 130.1, 
130.7, 131.9, 134.1, 142.6, 155.1, 171.9. 

 

66 (2S,3S)-2-((S)-2-acetamido-3-phenylpropanamido)-3-methylpentanamide 

 

C17H25N3O3 

319.40 g/mol 

FH0127 

66 was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (22.2 mg, 60%). 

tR = 2.77 min 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 0.81-0.84 (m, 6H), 1.02-1.09 (m, 1H), 1.39-1.45 (m, 1H), 1.67-1.72 (m, 
1H), 1.74 (s, 3H), 2.73 (A of ABX, JAB = 13.8 Hz, JAX = 10.0 Hz, 1H), 2.97 (B of ABX, JAB = 13.8 Hz, JBX = 

4.4 Hz, 1H), 4.12 (X of ABX, JAX = 10.0 Hz, JBX = 4.4 Hz, 1H), 4.52-4.58 (m, 1H), 7.03 (br s, 1H), 7.18 (q, J 
= 4.0 Hz, 1H), 7.25 (d, J = 4.0 Hz, 4H), 7.30 (br s, 1H), 7.76 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 8.12 (d, J = 8.3 Hz, 1H).  
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): 11.2, 15.4, 22.4, 24.2, 36.8, 37.1, 53.8, 56.7, 126.1, 127.9, 129.1, 
138.0, 169.1, 171.1, 127.7. 

 

67 N-((S)-1-(((2S,3S)-1-amino-3-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-
yl)benzamide 
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C22H27N3O3 

381.48 g/mol 

FH0125 

67 was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (31.1 mg, 71%). 

tR = 3.65 min 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 0.80-0.84 (m, 6H), 1.04-1.12 (m, 1H), 1.42-1.48 (m, 1H), 1.69-1.76 (m, 
1H), 2.99 (A of ABX, JAB = 13.7 Hz, JAX = 10.9 Hz, 1H), 3.10 (B of ABX, JAB = 13.7 Hz, JBX = 4.0 Hz, 1H), 
4.17 (X of ABX, JAX = 10.9 Hz, JBX = 4.0 Hz, 1H), 4.72-4.78 (m, 1H), 7.05 (br s, 1H), 7.16 (t, J = 7.3 Hz, 

1H), 7.25 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.39 (br s, 1H), 7.44 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.50-7.53 
(m, 1H), 7.74 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.83 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 8.61 (d, J = 8.4 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): 11.2, 15.4, 24.2, 36.7, 36.9, 54.8, 56.6, 126.2, 127.3, 128.0, 128.2, 
129.1, 131.3, 134.0, 138.4, 166.4, 171.0, 172.7. 

 

65 (S)-2-acetamido-N-((S)-1-amino-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)-4-methylpentanamide 

 

C17H25N3O3 

319.40 g/mol 

FH0129 

65 was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (25.8 mg, 70%). 

tR = 2.99 min 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 0.78 (d, J = 6.5 Hz, 3H), 0.83 (d, J = 6.5 Hz, 3H), 1.31 (m, 2H), 1.45-1.53 

(m, 1H), 1.81 (s, 3H), 2.83 (A of ABX, JAB = 13.8 Hz, JAX = 9.2 Hz, 1H), 3.00 (B of ABX, JAB = 13.8 Hz, JBX = 
4.8 Hz, 1H), 4.16 (X of ABX, JAX = 9.2 Hz, JBX = 4.8 Hz, 1H), 4.36-4.42 (m, 1H), 7.09 (br s, 1H), 7.17-7.26 
(m, 5H), 7.29 (br s, 1H), 7.79 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 7.7 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): 21.6, 22.5, 22.9, 24.0, 37.2, 40.4, 51.3, 53.5, 126.1, 127.9, 129.1, 
137.8, 169.4, 171.8, 172.7. 

 

64 (S)-2-acetamido-N-((S)-1-(((2S,3S)-1-amino-3-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-

phenylpropan-2-yl)-4-methylpentanamide 

 

C23H36N4O4 

432.56 g/mol 

FH0128 

64 was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (20 mg, 40%). 

tR = 3.42 min 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 0.79-0.84 (m, 12H), 1.02-1.09 (m, 1H), 1.33 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.38-
1.45 (m, 1H), 1.47-1.54 (m, 1H), 1.67-1.73 (m, 1H), 1.80 (s, 3H), 2.83 (A of ABX, JAB = 13.8 Hz, JAX = 9.4 

Hz, 1H), 3.02 (B of ABX, JAB = 13.8 Hz, JBX = 4.6 Hz, 1H), 4.12 (dd, J = 7.0, 8.9 Hz, 1H), 4.23 (X of ABX, 
JAX = 9.4 Hz, JBX = 4.8 Hz, 1H), 4.49-4.55 (m, 1H), 7.04 (br s, 1H), 7.17-7.24 (m, 5H), 7.26 (br s, 1H), 
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7.62 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.95 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.05 (d, J = 8.0 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): 11.2, 15.4, 21.7, 22.4, 22.9, 24.1, 24.1, 36.7, 36.7, 40.7, 50.9, 53.7, 
56.7, 126.1, 127.9, 129.1, 137.8, 169.1, 170.5, 172.1, 172.6. 

 

68a N-((S)-1-(((2S,3S)-1-amino-3-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-
yl)picolinamide 

 

C21H26N4O3 

382.46 g/mol 

FH0447 

68a was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (6.3 mg, 35%). 

tR = 9.75 min 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.80-0.85 (m, 6H), 1.05-1.11 (m, 1H), 1.42-1.47 (m, 1H), 1.69-1.74 (m, 
1H), 3.07 (A of ABX, JAB = 13.9 Hz, JAX = 6.6 Hz, 1H), 3.13 (B of ABX, JAB = 13.9 Hz, JBX = 4.6 Hz, 1H), 4.19 
(X of ABX, JAX = 6.6 Hz, JBX = 4.6 Hz, 1H), 4.85-4.89 (m, 1H), 7.07 (br s, 1H), 7.14 (q, J = 3.9 Hz, 1H), 

7.19 (d, J = 4.4 Hz, 4H), 7.43 (br s, 1H), 7.60 (q, J = 4.7 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 3.6 Hz, 2H), 8.16 (d, J = 9.0 
Hz, 1H), 8.64 (dt, J = 1.1, 4.7 Hz, 1H), 8.71 (d, J = 8.5 Hz, 1H). 
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): 11.1, 15.4, 24.2, 36.8, 37.7, 53.7, 56.6, 121.8, 126.3, 126.7, 128.0, 
129.2, 137.3, 137.9, 148.5, 149.2, 163.1, 170.2, 172.7. 

 

68b N-((S)-1-(((2S,3S)-1-amino-3-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-
yl)nicotinamide 

 

C21H26N4O3 

382.46 g/mol 

FH0448 

68b was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (7.1 mg, 39%). 

tR = 7.57min 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.80-0.85 (m, 6H), 1.05-1.11 (m, 1H), 1.42-1.47 (m, 1H), 1.69-1.74 (m, 

1H), 2.93 (A of ABX, JAB = 13.7 Hz, JAX = 11 Hz, 1H), 3.13 (B of ABX, JAB = 13.7 Hz, JBX = 3.9 Hz, 1H), 4.17 
(X of ABX, JAX = 11 Hz, JBX = 3.9 Hz, 1H), 4.77-4.81 (m, 1H), 7.05 (br s, 1H), 7.16 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.26 

(t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.36 (d, J = 7.1 Hz, 3H), 7.49 (dd, J = 4.7, 7.9 Hz, 1H), 7.92 (d, J = 9 Hz, 1H), 8.10 (dd, 
J = 1.9, 9.9 Hz, 1H), 8.59 (dd, J = 1.7, 4.9 Hz, 1H), 8.85 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.89 (d, J = 2.0 Hz, 1H). 
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): 11.2, 15.4, 24.2, 36.8, 16.8, 54.8, 56.8, 123.5, 126.2, 128.0, 129.2, 
129.6, 135.3, 138.2, 148.2, 151.8, 164.8, 170.9, 172.7. 
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68c N-((S)-1-(((2S,3S)-1-amino-3-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-

yl)isonicotinamide 

 

C21H26N4O3 

382.46 g/mol 

FH0449 

68c was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (9.6 mg, 53%). 

tR = 7.19 min 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.79-0.84 (m, 6H), 1.05-1.11 (m, 1H), 1.41-1.46 (m, 1H), 1.70-1.75 (m, 
1H), 2.95 (A of ABX, JAB = 13.8 Hz, JAX = 11 Hz, 1H), 3.12 (B of ABX, JAB = 13.8 Hz, JBX = 3.9 Hz, 1H), 4.14 
(X of ABX, JAX = 11 Hz, JBX = 3.9 Hz, 1H), 4.79 (dd, J = 4.1, 11 Hz, 1H), 7.16 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.25 (t, J = 

7.4 Hz, 2H), 7.34 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.75 (dd, J = 1.6, 4.7 Hz, 2H), 8.75 (dd, J = 1.6, 4.6 Hz, 2H). 
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): 11.4, 15.6, 24.4, 36.9, 37.0, 55.0, 57.0, 122.2, 126.6, 128.3, 129.4, 
138.2, 142.6, 149.0, 164.6, 170.9, 173.0. 

 

69 N-((S)-1-(((2S,3S)-1-amino-3-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-
yl)furan-2-carboxamide 

 

C20H25N3O4 

371.44 g/mol 

FH0451 

69 was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (9.1 mg, 52%). 

tR = 9.09 min 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.81-0.84 (m, 6H), 1.04-1.11 (m, 1H), 1.41-1.47 (m, 1H), 1.69-1.75 (m, 

1H), 2.98 (A of ABX, JAB = 13.7 Hz, JAX = 10.2 Hz, 1H), 3.07 (B of ABX, JAB = 13.7 Hz, JBX = 3.9 Hz, 1H), 
4.17 (X of ABX, JAX = 10.2 Hz, JBX = 3.9 Hz, 1H), 4.71-4.76 (m, 1H), 6.59 (dd, J = 1.7, 3.5 Hz, 1H), 7.05 
(br s, 1H), 7.10 (dd, J = 0.5, 3.3 Hz, 1H), 7.16 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.23 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 7.29 (d, J = 6.9 

Hz, 2H), 7.38 (br s, 1H), 7.82 (m, 1H), 7.93 (d, J = 9 Hz, 1H), 8.35 (d, J = 8.5 Hz, 1H). 
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): 11.7, 15.9, 24.7, 37.3, 37.4, 54.4, 57.2, 112.3, 114.3, 126.7, 128.5, 

129.6, 138.5, 145.6, 147.8, 157.9, 171.3, 173.2. 

 

70 6-amino-N-((S)-1-(((2S,3S)-1-amino-3-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-
phenylpropan-2-yl)hexanamide 

 

C21H34N4O3 

390.53 g/mol 

FH0454 

70 was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (7.1 mg, 78%). 

tR = 6.02 min 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.82-0.84 (m, 6H), 1.02-1.14 (m, 3H), 1.33-1.46 (m, 5H), 1.67-1.73 (m, 
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1H), 2.01 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.67-2.75 (m, 3H), 3.00 (dd, J = 4.3, 13.9 Hz, 1H), 4.14 (dd, J = 6.9, 8.8 Hz, 

1H), 4.54-4.58 (m, 1H), 7.06 (br s, 1H), 7.17 (q, J = 4.3 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 4.4 Hz, 4H), 7.36 (br s, 1H), 
7.66 (br s, 2H), 7.72 (d, J = 9.0 Hz, 1H) , 8.08 (d, J = 8.4 Hz, 1H). 
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): 11.2, 15.4, 24.2, 24.7, 25.2, 26.8, 34.9, 36.9, 37.1, 38.7, 53.8, 56.6, 
126.2, 127.9, 129.2, 138.1, 171.1, 171.9, 172.8. 

 

71 6-acetamido-N-((S)-1-(((2S,3S)-1-amino-3-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-
phenylpropan-2-yl)hexanamide 

 

C23H36N4O4 

432.56 g/mol 

FH0454 

71 was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (5.8 mg, 56%). 

tR = 8.36 min 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.81-0.83 (m, 6H), 1.05-1.08 (m, 3H), 1.27-1.44 (m, 5H), 1.67-1.73 (m, 

1H), 1.77 (s, 3H), 1.99 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.73 (A of ABX, JAB = 13.9 Hz, JAX = 10.2 Hz, 1H), 2.93 (q, J = 
6.9 Hz, 2H), 3.01 (B of ABX, JAB = 13.9 Hz, JBX = 4.3 Hz, 1H), 4.13 (X of ABX, JAX = 10.2 Hz, JBX = 4.3 Hz, 
1H), 4.53-4.57 (m, 1H), 7.05 (br s, 1H), 7.16 (q, J = 4.3 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 4.4 Hz, 4H), 7.34 (br s, 1H), 

7.70 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.75 (t, J = 4.7 Hz, 1H), 8.06 (d, J = 8.5 Hz, 1H). 
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): 11.2, 15.4, 22.6, 24.1, 15.0, 25.9, 28.9, 35.2, 36.9, 37.1, 38.4, 53.7, 
56.6, 126.2, 127.9, 129.1, 138.1, 168.9, 171.1, 172.1, 172.7. 

 

72a N-((S)-1-(((2S,3S)-1-amino-3-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-
yl)-3-methoxybenzamide  

 

C23H29N3O4 

411.50 g/mol 

FH0452 

72a was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (10 mg, 52%). 

tR = 10.37 min 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.81-0.84 (m, 6H), 1.05-1.11 (m, 1H), 1.43-1.48 (m, 1H), 1.70-1.75 (m, 

1H), 2.98 (A of ABX, JAB = 13.7 Hz, JAX = 10.9 Hz, 1H), 3.01 (B of ABX, JAB = 13.7 Hz, JBX = 3.9 Hz, 1H), 
3.78 (s, 3H), 4.17 (X of ABX, JAX = 10.9 Hz, JBX = 3.9 Hz, 1H), 4.72-4.76 (m, 1H), 7.06-7.08 (m, 2H), 7.15-
7.17 (m, 1H), 7.24-7.27 (m, 3H), 7.31-7.37 (m, 4H), 7.39 (br s, 1H), 7.82 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 8.59 (d, J = 

8.5 Hz, 1H). 
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): 11.2, 15.4, 24.2, 36.7, 16.9, 54.8, 55.2, 56.7, 112.5, 117.1, 119.5, 

126.2, 128.0, 129.2, 129.4, 135.5, 138.4, 159.0, 166.2, 171.1, 172.7. 
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72b N-((S)-1-(((2S,3S)-1-amino-3-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-

yl)-4-methoxybenzamide 

 

C23H29N3O4 

411.50 g/mol 

FH0453 

72b was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (9.7 mg, 50%). 

tR = 10.26 min 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.80-0.82 (m, 6H), 1.03-1.09 (m, 1H), 1.39-1.45 (m, 1H), 1.69-1.73 (m, 
1H), 2.97 (A of ABX, JAB = 13.8 Hz, JAX = 11 Hz, 1H), 3.08 (B of ABX, JAB = 13.8 Hz, JBX = 4.1 Hz, 1H), 3.78 
(s, 3H), 4.14 (X of ABX, JAX = 10.9 Hz, JBX = 3.9 Hz, 1H), 4.70 (dd, J = 4.1, 10.9 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 8.8 

Hz, 2H), 7.15 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 8.8 Hz, 2H). 
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): 11.4, 15.6, 24.3, 36.8, 36.9, 54.9, 55.5, 56.8, 113.7, 126.2, 126.4, 
128.3, 129.3, 129.4, 138.6, 161.9, 166.2, 171.4, 173.0. 

 

73 (2S,3S)-3-methyl-2-((S)-3-phenyl-2-(2-phenylacetamido)propanamido)pentanamide 

 

C23H29N3O3 

395.50 g/mol 

FH0450 

73 was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (9.3 mg, 50%). 

tR = 10.44 min 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.78-0.81 (m, 6H), 0.98-1.04 (m, 1H), 1.36-1.41 (m, 1H), 1.66-1.71 (m, 
1H), 2.76 (A of ABX, JAB = 13.7 Hz, JAX = 10.1 Hz, 1H), 3.00 (B of ABX, JAB = 13.7 Hz, JBX = 4.3 Hz, 1H), 

3.36 (q, J = 11.7 Hz, 2H), 4.14 (X of ABX, JAX = 10.1 Hz, JBX = 4.3 Hz, 1H), 4.57-4.61 (m, 1H), 7.04 (br s, 
1H), 7.07 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 7.16-7.20 (m, 3H), 7.22 (d, J = 4.4 Hz, 4H), 7.31 (br s, 1H), 7.78 (d, J = 9.0 
Hz, 1H), 8.32 (d, J = 8.4 Hz, 1H) .  
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): 11.2, 15.4, 24.1, 36.7, 37.2, 42.0, 53.8, 56.6, 126.1, 127.9, 128.0, 
128.9, 129.2, 136.2, 137.8, 169.9, 170.9, 172.7. 

 

74 N-((S)-1-(((2S,3S)-1-amino-3-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-

oxopropan-2-yl)benzamide 

 

C22H27N3O4 

397.47 g/mol 

FH0442 

74 was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (5.9 mg, 35%). 

tR = 8.90 min 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.80-0.84 (m, 6H), 1.05-1.10 (m, 1H), 1.42-1.46 (m, 1H), 1.70-1.73 (m, 
1H), 2.87 (A of ABX, JAB = 13.7 Hz, JAX = 10.7 Hz, 1H), 2.97 (B of ABX, JAB = 13.7 Hz, JBX = 3.9 Hz, 1H), 
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4.16 (X of ABX, JAX = 10.7 Hz, JBX = 3.9 Hz, 1H), 4.63-4.65 (m, 1H), 6.63 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.25 (br s, 

1H), 7.13 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.40 (br s, 1H), 7.44 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.49 (m, 1H), 7.74 (d, J = 6.9 Hz, 
2H), 7.78 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 8.53 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 9.14 (br s, 1H). 
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): 11.2, 12.1, 15.4, 17.8, 24.2, 35.9, 36.9, 55.2, 56.6, 114.8, 127.3, 
128.2, 128.4, 130.0, 130.1, 130.1, 134.3, 131.3, 134.1, 155.7, 166.4, 171.2, 172.8. 

 

75 N-((2S,3S)-1-(((2S,3S)-1-amino-3-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-3-hydroxy-1-oxobutan-
2-yl)benzamide 

 

C17H25N3O4 

335.40 g/mol 

FH0443 

75 was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (6.6 mg, 47%). 

tR = 8.13 min 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.80-0.84 (m, 6H), 1.07-1.11 (m, 4H), 1.42-1.47 (m, 1H), 1.71-1.75 (m, 

1H), 4.08 (br t, J = 5.5 Hz, 1H), 4.17 (dd, J = 6.6, 8.7 Hz, 1H), 4.47 (dd, J = 4.9, 8.4 Hz, 1H), 4.97 (br s, 
1H), 7.05 (br s, 1H), 7.36 (br s, 1H), 7.49 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.56 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 8.7 Hz, 

1H), 7.87 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 8.09 (d, J = 8.4 Hz, 1H),  
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): 16.5, 20.7, 25.2, 29.4, 41.9, 61.9, 64.5, 72.1, 132.6, 133.5, 136.6, 

139.5, 171.8, 175.0, 178.0. 

 

76 N-((S)-2-(((2S,3S)-1-amino-3-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-2-oxo-1-

phenylethyl)benzamide 

 

C21H25N3O3 

367.45 g/mol 

FH0444 

76 was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (7.8 mg, 51%). 

tR = 3.47 min 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 0.80-0.85 (m, 6H), 1.07-1.12 (m, 1H), 1.42-1.48 (m, 1H), 1.69-1.73 (m, 
1H), 4.18 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 5.79 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.00 (br s, 1H), 7.28-7.36 (m, 4H), 7.49-7.55 (m, 

5H), 7.89 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 8.12 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 8.81 (d, J = 8.2 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): 11.1, 15.4, 24.3, 36.9, 56.7, 56.9, 127.5, 127.5, 127.6, 128.2, 128.2, 

131.4, 133.9, 150.3, 166.1, 169.4, 172.4. 
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77 N-((S)-1-(((2S,3S)-1-amino-3-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-4-phenylbutan-2-

yl)benzamide 

 

C23H29N3O3 

395.50 g/mol 

FH0445 

77 was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (5.6 mg, 34%). 

tR = 10.83 min 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.79-0.83 (m, 6H), 1.05-1.08 (m, 1H), 1.42-1.44 (m, 1H), 1.69-1.71 (m, 

1H), 2.00-2.05 (m, 2H), 2.57-2.73 (m, 2H), 4.15 (dd, J = 7.1, 8.8 Hz, 1H), 4.44-4.50 (m, 1H), 7.02 (br s, 
1H), 7.16-7.21 (m, 3H), 7.28 (t, J = 9.4 Hz, 2H), 7.40 (br s, 1H), 7.49 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.54 (t, J = 6.1 

Hz, 1H), 7.67 (d, J = 9 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 8.60 (d, J = 7.9 Hz, 1H).  
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): 11.2, 15.4, 24.2, 31.9, 33.3, 36.8, 53.4, 56.5, 125.8, 127.5, 128.3, 

128.3, 128.9, 131.4, 134.2, 141.5, 166.71, 171.3, 172.8. 

 

78 N-((2S,3S)-1-(((2S,3S)-1-amino-3-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-3-methyl-1-oxopentan-

2-yl)benzamide 

 

C19H29N3O3 

347.46 g/mol 

FH0437 

78 was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (7 mg, 48%). 

tR = 10.00 min 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 0.77-0.88 (m, 12H), 1.02-1.11 (m, 1H), 1.13-1.20 (m, 1H), 1.40-1.54 

(m, 2H), 1.65-1.74 (m, 1H), 1.91-2.02 (m, 1H), 7.15 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 4.32 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 7.02 (br 
s, 1H), 7.35 (br s, 1H), 7.47 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.53 (m, 1H), 7.73 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.83 (d, J = 7.2 Hz, 

2H), 8.39 (d, J = 8.7 Hz, 1H). 

 

79 N-((2S,3S)-1-(((S)-1-amino-1-oxopropan-2-yl)amino)-3-methyl-1-oxopentan-2-

yl)benzamide 

 

C16H23N3O3 

305.38 g/mol 

FH0441 

79 was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (11.8 mg, 92%). 

tR = 8.45 min 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.83 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 0.89 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 1.15-1.19 (m, 1H), 1.21 

(d, J = 7.1 Hz, 3H), 1.47-1.53 (m, 1H), 1.90-1.94 (m, 1H), 4.23 (quint, J = 7.3 Hz, 1H), 4.32 (t, J = 8.4 Hz, 
1H), 6.99 (br s, 1H), 7.27 (br s, 1H), 7.46 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.54 (m, 1H), 7.86 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 8.00 
(d, J = 7.6 Hz, 1H), 8.32 (d, J = 8.5 Hz, 1H). 
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): 10.8, 15.4, 18.4, 24.8, 36.0, 47.9, 57.9, 127.5, 128.2, 131.3, 134.3, 
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166.5, 170.6, 173.9. 

 

80 N-((2S,3S)-1-(((S)-1-amino-3-methyl-1-oxobutan-2-yl)amino)-3-methyl-1-oxopentan-2-
yl)benzamide 

 

C18H27N3O3 

333.43 g/mol 

FH0440 

80 was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (11.3 mg, 81%). 

tR = 9.38 min 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.82-0.85 (m, 9H), 0.88-0.89 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 1.15-1.25 (m, 1H), 
1.47-1.54 (m, 1H), 1.92-1.97 (m, 2H), 4.13 (dd, J = 6.6, 9 Hz, 1H), 4.34 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 7.04 (br s, 

1H), 7.35 (br s, 1H), 7.47 (t, J = 7.9 Hz, 2H), 7.54 (m, 1H), 7.71 (d, J = 9 Hz, 1H), 7.84 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 
8.42 (d, J = 8.7 Hz, 1H). 
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): 10.6, 15.5, 17.9, 19.2, 24.8, 30.6, 35.5, 57.3, 58.1, 127.4, 128.2, 
131.2, 134.4, 166.5, 170.9, 172.7. 

 

81 N-((2S,3S)-1-(((S)-1-amino-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-3-methyl-1-oxopentan-2-
yl)benzamide 

 

C19H29N3O3 

347.46 g/mol 

FH0439 

81 was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (11.2 mg, 77%). 

tR = 10.13 min 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.81-0.89 (m, 12H), 1.14-1.23 (m, 1H), 1.44-1.53 (m, 3H), 1.56-1.63 
(m, 1H), 1.90-1.96 (m, 1H), 4.23-4.31 (m, 2H), 6.98 (br s, 1H), 7.25 (br s, 1H), 7.47 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 

7.53 (m, 1H), 7.85 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.90 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.32 (d, J = 8.4 Hz, 1H). 
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): 10.7, 15.5, 21.6, 22.9, 24.2, 24.8, 35.7, 40.9, 51.8, 58.1, 127.5, 128.2, 

131.2, 134.3, 166.66, 170.8, 173.9. 

 

82 N-((2S,3S)-1-(((S)-1-amino-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)amino)-3-methyl-1-oxopentan-2-
yl)benzamide 

 

C22H27N3O3 

381.48 g/mol 

FH0438 

82 was obtained as a white powder after solid phase synthesis following method G (10.8 mg, 67%). 

tR = 10.40 min 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 0.72 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.78 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 1.09-1.14 (m, 1H), 
1.36-1.44 (m, 1H), 1.78-1.86 (m, 1H), 2.80 (A of ABX, JAB = 13.8 Hz, JAX = 9.1 Hz, 1H), 3.00 (B of ABX, 
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JAB = 13.8 Hz, JBX = 4.9 Hz, 1H), 4.25 (t, J = 8.5 H, 1H), 4.50 (X of ABX, JAX = 9.1 Hz, JBX = 4.9 Hz, 1H), 

7.08 (br s, 1H), 7.11-7.21 (m, 5H), 7.35 (br s, 1H), 7.47 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.55 (m, 1H), 7.84 (d, J = 7.1 
Hz, 2H), 7.95 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.26 (d, J = 8.5 Hz, 1H). 
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): 10.6, 15.3, 24.7, 35.7, 37.6, 53.5, 58.2, 126.1, 127.5, 127.9, 128.2, 
129.1, 131.3, 134.3, 137.8, 166.5, 170.7, 172.7. 

 

83 tert-butyl 2-((diphenylmethylene)amino)acetate 

 

C19H21NO2 

g/mol 

FH0181 

Benzophenone imine (500µL, 3 mmol, 1 eq) was added to a solution of glycine tert-butyl ester 

hydrochloride (500 mg, 3 mmol, 1 eq) in DCM (10 mL) then stirred overnight at rt. After completion, 
solvent was removed under vacuum and the residue was solubilized in EtOAc and water. The 

organic layer was isolated and dried over Na2SO4 and evaporated to give 83 as a white solid (845 mg, 
96%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.46 (s, 9H), 4.12 (s, 2H), 7.18-7.18 (m, 2H), 7.31-7.46 (m, 6H), 7.65 (d, J = 
8.4 Hz, 2H).  
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.3, 56.6, 81.2, 127.9, 128.2, 128.8, 128.9, 128.9, 130.5, 136.4, 139.7, 
170.0, 171.7.  

 

84 tert-butyl 3-(2-bromophenyl)-2-((diphenylmethylene)amino)propanoate 

 

C26H26BrNO2 

464.40 g/mol 

FH0184 

83 (750 mg, 2.5 mmol, 1 eq), 2-bromobenzyl bromide (1078 mg, 4.3 mmol, 1.7 eq) and TBAC (289.2 

mg, 1.25 mmol, 0.5 eq) were solubilized in DCM (20 mL) and a solution of KOH (9M in water, 2 mL) 
was added to the mixture and strongly stirred for 4.5 h. After completion, the reaction mixture was 
diluted with water and DCM. The organic layer was isolated, washed with water, brine, dried over 

Na2SO4, filtered and concentrated under reduced pressure. The oily residue was purified on silica gel 
column chromatography (EtOAc 5 to 10% in heptane) to give 84 as a colorless oil (1037 g, 88%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.45 (s, 9H), 3.23 (dd, J = 9.7, 13.3 Hz, 1H), 3.46 (dd, J = 4.1, 13.4 Hz, 1H), 
4.33 (dd, J = 4.1, 9.7 Hz, 1H), 6.60 (br d, J = 6.4 Hz, 2H), 7.04 (td, J = 1.8, 7.8 Hz, 1H), 7.13 (td, J = 1.0,  

7.4 Hz, 1H), 7.20 (dd, J = 1.6, 7.7 Hz, 1H), 7.26-7.36 (m, 6H), 7.42 (dd, J = 0.9, 7.9 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 
7.0 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.3, 39.8, 65.4, 81.4, 125.4, 127.1, 127.9, 128.1, 128.2, 128.3, 128.4, 
128.9, 130.3, 132.7, 132.9, 136.4, 137.8, 138.7, 170.8, 170.8.   

 

 

 

85 2-amino-3-(2-bromophenyl)propanoic acid hydrochloride 
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C9H11ClNO2 

280.55 g/mol 

FH0188 

84 (1037 mg, 2.2 mmol, 1 eq) was heated under reflux in a solution of HCl 6N (20 mL) for 6h. After 

completion, 20 mL water was added and the aqueous phase was washed twice with diethyl ether 
then evaporated to give 85 a white crystalline powder (613 mg, 98%). 

tR = 2.82 min 
1H NMR (400 MHz, MeOD): 3.19 (dd, J = 8.5, 14.2 Hz, 1H), 3.47 (dd, J = 6.7, 14.3 Hz, 1H), 4.26 (dd, J = 

6.7, 8.3 Hz, 1H), 7.21 (td, J = 2.1, 8.7 Hz, 1H), 7.31-7.37 (m, 2H), 7.60 (d, J = 8.0 Hz, 1H).  
13C NMR (100 MHz, MeOD): 38.1, 53.8, 125.8, 129.4, 130.9, 133.2, 134.6, 132.6, 171.1. 

 

86 3-(2-bromophenyl)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)propanoic acid 

 

C14H18BrNO4 

344.20 g/mol 

FH0204 

85 (249 mg, 0.89 mmol, 1 eq) was added to a mixture of NaOH (1M in water, 2.04 mL, 2 mmol, 2.3 
eq) and Dioxane (1.5 mL) and stirred for 5 minutes at 0°C. Boc2O (222.8 mg, 1.02 mmol, 1.15 eq) was 

then added at 0°C and the mixture was strongly stirred 3h at rt. Volatiles were removed under 
vacuum and EtOAc and water were added to the mixture. Aqueous phase was acidified until pH 1 
with HCl 2N and extracted trice with EtOAc. Organic layers were combined, washed with water and 

brine to give 86 as  a white solid after evaporation (296.6 mg, 97%). 

tR = 4.04 min 
1H NMR (400 MHz, ): 1.08, 1.38 (2s, 9H), 2.81, 3.04 (2m, 1H), 3.32-3.45 (m, 1H), 4.58-4.64 (m, 1H), 

5.06, 6.93 (2d, J = 8.4 Hz, 1H) , 7.05-7.06 (m, 1H), 7.16-7.18 (m, 2H), 7.48 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 9.10 (br 
s, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 14.4, 21.2, 27.9, 28.4, 38.4, 40.8, 53.7, 53.9, 60.7, 80.4, 81.6, 125.3, 
125.4, 127.7, 128.8, 131.5, 132.5, 132.9, 133.1, 136.1, 136.7, 155.5, 156.8, 171.6, 175.6, 176.4.  

 

87a tert-butyl (3-(2-bromophenyl)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)propanoyl)glycinate 

 

C20H29BrN2O5 

456.36 g/mol 

FH0223 

87a was obtained following method A as a white powder (1127 mg, 77%) 

tR = 4.28 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.34 (s, 9H), 1.46 (s, 9H), 3.04-3.09 (m, 1H), 3.34 (dd, J = 5.4, 13.9 Hz, 1H), 
3.90 (qd, J = 5, 18.3 Hz, 2H), 4.51-4.54 (m, 1H), 5.12-5.15 (m, 1H), 6.45 (br s, 1H), 7.10 (td, J = 2.1, 8 

Hz, 1H), 7.21-7.26 (m, 2H), 7.54 (d, J = 7.9 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.2, 28.4, 38.9, 42.3, 54.9, 80.3, 82.6, 125.2, 127.8, 128.8, 131.7, 133.1, 

136.7, 168.7, 168.7, 171.2. 
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88a tert-butyl 2-(3-((tert-butoxycarbonyl)amino)-2-oxo-3,4-dihydroquinolin-1(2H)-yl)acetate 

 

C20H28N2O5 

376.45 g/mol 

 

88a was prepared following method H. 

tR = 11.96 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.42 (s, 9H), 1.46 (s, 9H), 2.84 (t, J = 14.4 Hz, 1H), 3.43 (dd, J = 4.5, 14.4 

Hz, 1H), 4.29-4.35 (m, 1H), 4.42 (d, J = 17.4 Hz, 1H), 4.43 (d, J = 17.4 Hz, 1H), 5.70 (br s, 1H), 6.77 (d, J 
= 8.0 Hz, 1H), 7.04 (td, J = 0.6, 7.4 Hz, 1H), 7.21-7.25 (m, 2H).  
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.1, 28.5, 32.5, 46.0, 50.5, 80.0, 82.6, 114.8, 124.1, 124.9, 128.1, 128.9, 
138.9, 155.7, 167.4, 169.4. 

 

90 2-(3-amino-2-oxo-3,4-dihydroquinolin-1(2H)-yl)acetic acid 

 

C11H12N2O3 

220.23 g/mol 

FH0284 

88a (25 mg, 0.067 mmol, 1 eq) is treated by TFA (1 mL) in DCM (1 mL) for 2h then volatiles were 
evacuated under vacuum. The residue was precipitated was diethyl ether to give 90 as a grey 

powder after filtration (14.6 mg, quant.). 

tR = 1.57 min 
1H NMR (400 MHz, MeOD): 3.07-3.09 (m, 1H), 3.36 (q, J = 7 Hz, 1H), 1.12 (dd, J = 7.7, 13.3 Hz, 1H), 
4.47 (d, J = 17.9 Hz, 1H), 4.79 (d, J = 17.9 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.02 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.19-

7.24 (m, 2H). 
13C NMR (100 MHz, MeOD): 30.8, 45.8, 50.5, 116.8, 123.6, 125.6, 129.9, 130.0, 139.9, 167.7, 171.7. 

 

26a N-(1-(2-(diethylamino)-2-oxoethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-3-yl)benzamide 

 

C22H25N3O3 

379.46 g/mol 

FH0294 

26a was obtained as a white oil following method I (25.2 mg, quant.). 

tR = 3.57 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.14 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.33 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.97 (t, J = 14.4 Hz, 1H), 

3.37-3.46 (m, 4H), 3.67 (dd, J = 5.8, 14.8 Hz, 1H), 4.57 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 4.77 (dt, J = 4.9, 13.4 Hz, 
1H), 4.95 (d, J = 16.4 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.06 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 7.23-7.27 (m, 2H), 7.42-
7.53 (m, 4H), 7.86 (d, J = 7.2 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 13.2, 14.6, 31.9, 40.9, 41.6, 45.6, 50.2, 115.4, 124.2, 125.0, 127.3, 128.2, 
128.7, 129.1, 131.9, 134.2, 139.2, 165.5, 167.5, 169.9. 
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26b N-(1-(2-(diethylamino)-2-oxoethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-3-

yl)cyclohexanecarboxamide 

 

C22H31N3O3 

385.51 g/mol 

FH0304 

26b was obtained as a white powder following method I (14.5 mg, 64%). 

tR = 3.81 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.14 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.27-1.29 (m, 2H), 1.34 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.39-
1.51 (m, 3H), 1.65-1.68 (m, 1H), 1.77-1.81 (m, 2H), 1.89-1.93 (m, 2H), 2.19 (tt, J = 3.6, 11.6 Hz, 1H), 
2.83 (t, J = 14.4 Hz, 1H), 3.41 (q, J = 7.3 Hz, 4H), 3.52 (dd, J = 5.8, 14.7 Hz, 1H), 4.50-4.59 (m, 2H), 4.90 

(d, J = 16.4 Hz, 1H), 6.69 (d, J = 4.5 Hz, 1H) , 6.78 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.03 (t, J = 7.7 Hz, 1H) , 4.20-7.23 
(m, 2H).  
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 13.2, 14.5, 25.9, 25.9, 26.0, 29.8, 29.8, 31.9, 40.9, 41.5, 45.5, 49.6, 77.4, 
115.3, 124.1, 125.1, 128.1, 129.0, 139.2, 165.6, 169.9, 176.5. 

 

26c N-(1-(2-(diethylamino)-2-oxoethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-3-yl)pivalamide 

 

C20H29N3O3 

359.47 g/mol 

FH0303 

26c was obtained as a white powder following method I (14.5 mg, 64%). 

tR = 3.54 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.14 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.24 (s, 9H), 1.32 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.82 (t, J = 14.4 
Hz, 1H), 3.41 (q, J = 7.2 Hz, 4H), 3.53 (dd, J = 5.8, 14.8 Hz, 1H), 4.49-4.55 (m, 2H), 4.93 (d, J = 16.4 Hz, 

1H), 6.77 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 7.04 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.21-7.24 (m, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 13.2, 14.5, 27.7, 31.7, 39.1, 40.9, 41.5, 45.5, 49.7, 115.2, 124.1, 125.1, 

128.1, 128.9, 139.2, 165.6, 170.1, 179.0.  

 

26d N-(1-(2-(diethylamino)-2-oxoethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-3-yl)-N-
methylbenzamide 

 

C23H27N3O3 

393.49 g/mol 

FH0300 

26d was obtained as a white powder following method B (2.7 mg, 43%). 

tR = 2.95 min 

LC-MS calcd : 393.2, Found [M+H] : 394.2 

 

 

 



Partie expérimentale 

 

-196- 
 

87b tert-butyl ((S)-3-(2-bromophenyl)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)propanoyl)-L-alaninate 

 

C21H31BrN2O5 

471.39 g/mol 

FH0636 

Following method A, 87b was obtained as a white powder (422.8 mg, 90%). 

tR = 5.33 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.35 (s, 9H), 1.45 (m, 12H), 3.07 (A of ABX, JAB = 13.7 Hz, JAX = 9 Hz, 1H), 

3.29 (B of ABX, JAB = 13.7 Hz, JBX = 5.6 Hz, 1H), 4.34-4.48 (m, 2H), 5.14 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 6.45 (d, J = 
6.4 Hz, 1H), 7.09 (t, J = 8 Hz, 1H), 7.19-7.24 (m, 2H), 7.53 (d, J = 7.9 Hz, 1H).  
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 18.9, 28.2, 28.4, 39.2, 49.1, 54.9, 80.2, 82.3, 125.2, 127.8, 128.8, 131.8, 
133.1, 136.7, 155.4, 170.5, 171.8. 

 

87c tert-butyl ((S)-3-(2-bromophenyl)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)propanoyl)-L-
phenylalaninate 

 

C27H35BrN2O5 

547.49 g/mol 

FH0348 

Following method A, 87c was obtained as a white powder (390 mg, quant.). 

tR = 5.19 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.36 (s, 18H), 2.99-3.11 (m, 3H), 3.26 (dd, J = 5.5, 13.8 Hz, 1H), 4.43-4.46 
(m, 1H), 4.64-4.69 (m, 1H), 5.16 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 6.46 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 7.06 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 
7.13 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 7.17-7.27 (m, 5H), 7.51 (d, J = 7.9 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.0, 28.3, 38.2, 39.0, 53.9, 54.9, 80.1, 82.5, 125.1, 127.1, 127.7, 128.5, 

128.7, 129.7, 131.6, 132.9, 136.1, 136.6, 155.3, 170.1, 170.6. 

 

87d tert-butyl (S)-(3-(2-bromophenyl)-1-(methylamino)-1-oxopropan-2-yl)carbamate 

 

C15H21BrN2O3 

357.25 g/mol 

FH0405 

Following method A, 87d was obtained as a white powder (230.1 mg, 91%). 

tR = 3.88 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.34 (s, 9H), 2.75 (d, J = 4.8 Hz, 3H), 3.05-3.11 (m, 1H), 3.24-3.29 (m, 1H), 

4.39-4.45 (m, 1H), 5.16 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 5.95 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 7.09 (dd, J = 2.6, 8 Hz, 1H), 7.20-
7.25 (m, 2H), 7.53 (d, J = 7.9 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 26.3, 28.2, 38.9, 54.8, 80.1, 124.9, 127.6, 128.6, 131.6, 132.9, 136.7, 
153.3, 171.6. 

 



Partie expérimentale 

 

-197- 
 

87e tert-butyl (S)-(3-(2-bromophenyl)-1-(ethylamino)-1-oxopropan-2-yl)carbamate 

 

C16H23BrN2O3 

371.27 g/mol 

FH0740 

Following method A, 87e was obtained as a white powder (165 mg, 85%). 

tR = 4.02 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.03 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.35 (d, 9H), 3.06-3.12 (m, 1H), 3.19-3.25 (m, 3H), 

4.37-4.44 (m, 1H), 5.17 (br s, 1H), 5.83 (br s, 1H), 7.08 (td, J = 2.3, 7.9 Hz, 1H), 7.20-7.27 (m, 2H), 7.53 
(d, J = 7.8 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 14.8, 28.4, 34.6, 39.7, 54.7, 80.5, 128.1, 127.8, 128.8, 131.9, 133.1, 
136.9, 155.1, 170.9. 

 

87f tert-butyl (S)-(3-(2-bromophenyl)-1-oxo-1-(propylamino)propan-2-yl)carbamate 

 

C17H25BrN2O3 

385.30 g/mol 

FH0728 

Following method A, 87f was obtained as a white powder (453 mg, 81%). 

tR = 4.20 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.83 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 1.33-1.44 (m, 11H), 3.06-3.27 (m, 4H), 4.38-4.44 
(m, 1H), 5.17 (br s, 1H), 5.88-5.91 (m, 1H), 7.09 (td, J = 2.1, 7.9 Hz, 1H), 7.20-7.27 (m, 2H), 7.53 (d, J = 

7.8 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 11.5, 22.8, 28.4, 39.1, 41.4, 55.0, 80.2, 125.1, 127.8, 128.8, 131.9, 133.1, 

136.9, 155.5, 171.1. 

 

87g tert-butyl (S)-(1-(allylamino)-3-(2-bromophenyl)-1-oxopropan-2-yl)carbamate 

 

C17H23BrN2O3 

383.29 g/mol 

FH0743 

Following method A, 87g was obtained as a white powder (453 mg, 81%). 

tR = 4.10 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.35 (s, 9H), 3.11-3.14 (m, 1H), 3.26-3.30 (m, 1H), 3.82-3.87 (m, 2H), 4.44-

4.48 (m, 1H), 5.07 (s, 1H), 5.10 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 5.16 (br s, 1H), 5.67-5.77 (m, 1H), 6.03 (br s, 1H), 
7.10 (td, J = 2.4, 8.2 Hz, 1H), 7.21-7.27 (m, 2H), 7.54 (d, J = 7.8 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.4, 39.1, 42.1, 55.1, 80.4, 116.7, 125.1, 127.8, 128.8, 131.9, 133.1, 
133.8, 136.8, 161.7, 171.0. 
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87h tert-butyl (S)-(3-(2-bromophenyl)-1-oxo-1-(prop-2-yn-1-ylamino)propan-2-yl)carbamate 

 

C17H21BrN2O3 

381.27 g/mol 

FH0729 

Following method A, 87h was obtained as a white powder (166 mg, 84%). 

tR = 3.92 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.35 (s, 9H), 2.19-2.22 (m, 1H), 3.05-3.13 (m, 1H), 3.26-3.32 (m, 1H), 3.93-

4.07 (m, 2H), 4.42-4.51 (m, 1H), 5.13 (br s, 1H), 93.30 (br s, 1H), 7.08-7.12 (m, 1H), 7.21-7.24 (m, 2H), 
7.54 (d, J = 7.8 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.2, 29.2, 38.6, 53.9, 71.7, 79.0, 80.5, 124.9, 127.7, 128.7, 131.7, 132.9, 
136.4, 155.5, 170.8. 

 

87i tert-butyl (S)-(3-(2-bromophenyl)-1-((cyanomethyl)amino)-1-oxopropan-2-yl)carbamate 

 

C16H20BrN3O3 

382.26 g/mol 

FH0409 

Following method A, 87i was obtained as a white powder (163 mg, quant.). 

tR = 3.80 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.36 (s, 9H), 3.06-3.16 (m, 1H), 3.24-3.34 (m, 1H), 4.05-4.17 (m, 2H), 4.48-
4.52 (m, 1H), 5.23 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.03 (br s, 1H), 7.09-7.14 (m, 1H), 7.23-7.26 (m, 2H), 7.54 (d, J = 

7.9 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 27.6, 28.4, 38.3, 54.7, 81.2, 115.8, 125.0, 128.0, 129.1, 131.9, 133.2, 

136.1, 171.8, 180.5. 

 

87j tert-butyl (S)-(1-(benzylamino)-3-(2-bromophenyl)-1-oxopropan-2-yl)carbamate 

 

C21H31BrN2O5 

g/mol 

FH0707 

Following method A, 87j was obtained as a white powder (88 mg, 95%). 

tR = 12.27 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.35 (s, 9H), 3.10-3.17 (m, 1H), 3.31 (dd, J = 6.4, 13.6 Hz, 1H), 4.33-4.51 
(m, 3H), 5.12 (br s, 1H), 6.18 (br s, 1H), 7.10 (td, J = 1.9, 7.7 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 7.21 (td, J 
= 1.3, 7.3 Hz, 1H), 7.25-7.31 (m, 4H), 7.53 (dd, J = 1.3, 8 Hz, 1H).  
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.4, 43.8, 55.32, 82.7, 105.6, 124.1, 127.7, 127.9, 128.8, 128.9, 128.9, 
131.9, 133.1, 136.8, 137.9, 155.8, 171.1. 
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87k tert-butyl (S)-(3-(2-bromophenyl)-1-oxo-1-(phenethylamino)propan-2-yl)carbamate 

 

C22H27BrN2O3 

447.37 g/mol 

FH0706 

Following method A, 87k was obtained as a white powder (92 mg, 96%). 

tR = 12.63 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.35 (s, 9H), 2.63-2.76 (m, 2H), 3.01-3.09 (m, 1H), 3.22 (dd, J = 6.4, 13.8 
Hz, 1H), 3.37-3.53 (m, 2H), 4.34-4.39 (m, 1H), 5.09 (br s, 1H), 5.81-5.85 (m, 1H), 7.07-7.12 (m, 3H), 

7.19-7.30 (m, 5H), 7.54 (d, J = 7.9 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.2, 35.5, 40.6, 44.8, 51.3, 80.2, 124.9, 126.6, 127.6, 128.6, 128.7, 
128.7, 131.7, 132.9, 136.7, 138.5, 149.5, 170.8. 

 

87l tert-butyl (S)-(3-(2-bromophenyl)-1-oxo-1-((pyridin-2-ylmethyl)amino)propan-2-
yl)carbamate 

 

C20H24BrN3O3 

434.33 g/mol 

FH0744 

Following method A, 87l was obtained as a white powder (207 mg, 91%). 

tR = 3.30 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.36 (s, 9H), 3.01-3.15 (m, 1H), 3.32 (dd, J = 6.1, 13.9 Hz, 1H), 4.46-4.57 
(m, 3H), 5.20 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.04-7.08 (m, 2H), 7.16-7.20 (m, 3H), 7.24-7.26 (m, 1H), 7.50 (d, J = 

7.9 Hz, 1H), 7.63 (t, J = 7 Hz, 1H), 8.48 (d, J = 4.3 Hz, 1H).  
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.4, 39.2, 44.6, 54.9, 80.4, 122.0, 122.5, 125.2, 127.7, 128.7, 131.7, 
133.0, 136.8, 136.8, 149.2, 152.9, 161.6, 171.1. 

 

87m tert-butyl (S)-(3-(2-bromophenyl)-1-oxo-1-((pyridin-3-ylmethyl)amino)propan-2-
yl)carbamate 

 

C20H24BrN3O3 

434.33 g/mol 

FH0760 

Following method A, 87m was obtained as a white powder (209 mg, 92%). 

tR = 3.04 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.33 (s, 9H), 3.09-3.15 (m, 1H), 3.25-3.30 (m, 1H), 4.34-4.43 (m, 2H), 4.47-
4.50 (m, 1H), 5.19 (br s, 1H), 6.54 (br s, 1H), 7.09 (td, J = 2.3, 7.9 Hz, 1H), 7.17-7.23 (m, 3H), 7.48 (br 

s, 1H), 7.51 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.42 (br s, 1H), 8.49 (dd, J = 1.5, 4.8 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.4, 38.9, 41.2, 55.1, 80.6, 123.7, 125.1, 127.8, 128.9, 131.9, 133.1, 
133.7, 135.6, 136.6, 149.1, 149.4, 161.1, 171.3. 
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87n tert-butyl (S)-(3-(2-bromophenyl)-1-oxo-1-((pyridin-4-ylmethyl)amino)propan-2-

yl)carbamate 

 

C20H24BrN3O3 

434.33 g/mol 

FH0756 

Following method A, 87n was obtained as a white powder (200 mg, 88%). 

tR = 2.98 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.35 (s, 9H), 3.11-3.16 (m, 1H), 3.26-3.31 (m, 1H), 4.38 (d, J = 6 Hz, 2H), 
4.53-4.55 (m, 1H), 5.22 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 6.71 (br s, 1H), 7.04 (d, J = 3.1 Hz, 2H), 7.11 (td, J = 2.1, 7.8 
Hz, 1H), 7.18-7.24 (m, 2H), 7.53 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.48 (d, J = 3.3 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.4, 38.7, 42.4, 55.1, 80.7, 122.3, 125.1, 127.9, 128.9, 131.9, 133.2, 
136.5, 147.1, 150.2, 160.5, 171.6. 

 

87o tert-butyl (S)-(3-(2-bromophenyl)-1-((2-(dimethylamino)ethyl)amino)-1-oxopropan-2-

yl)carbamate 

 

C18H28BrN3O3 

424.34 g/mol 

FH0766 

Following method A, 87o was obtained as a white powder (195 mg, 90%). 

tR = 2.92 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.36 (s, 9H), 2.36 (s, 6H), 2.55-2.59 (m, 2H), 3.05-3.12 (m, 1H), 3.23-3.29 
(m, 2H), 3.40-3.47 (m, 1H), 4.38-4.42 (m, 1H), 5.24 (d, J = 6.3 Hz, 1H), 6.53 (br s, 1H), 7.10 (td, J = 2.5, 
8 Hz, 1H), 7.21-7.27 (m, 2H), 7.54 (d, J = 7.7 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.5, 36.6, 39.2, 45.0, 55.1, 58.2, 80.4, 125.1, 127.8, 128.8, 131.8, 133.1, 
136.7, 155.7, 172.0. 

 

87p tert-butyl (S)-(3-(2-bromophenyl)-1-((2-methoxyethyl)amino)-1-oxopropan-2-

yl)carbamate 

 

C17H25BrN2O4 

401.30 g/mol 

FH0750 

Following method A, 87p was obtained as a white powder (212 mg, quant.). 

tR = 3.95 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.36 (s, 9H), 3.06-3.14 (m, 1H), 3.24-3.34 (m, 5H), 3.36-3.41 (m, 3H), 4.41-
4.47 (m, 1H), 5.15 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 6.13 (s, 1H), 7.10 (td, J = 2.6, 8.0 Hz, 1H), 7.21-7.27 (m, 2H), 7.54 
(d, J = 7.9 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.4, 39.3, 39.4, 55.3, 58.9, 71.1, 80.6, 125.1, 127.8, 128.8, 131.8, 133.1, 
136.9, 160.8, 171.1. 
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87q tert-butyl (S)-(3-(2-bromophenyl)-1-((3-methoxypropyl)amino)-1-oxopropan-2-

yl)carbamate 

 

C18H27BrN2O4 

415.33 g/mol 

FH0761 

Following method A, 87q was obtained as a white powder (168 mg, 93%). 

tR = 4.04 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.36 (s, 9H), 1.63-1.70 (m, 2H), 3.05-3.11 (m, 1H), 3.22-3.39 (m, 8H), 4.38-
4.45 (m, 1H), 5.17 (d, J = 6.3 Hz, 1H), 6.37 (s, 1H), 7.09 (td, J = 2.5, 8.0 Hz, 1H), 7.20-7.26 (m, 2H), 
7.54 (d, J = 7.8 Hz, 1H).   
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.4, 28.9, 38.4, 39.5, 54.9, 58.9, 71.8, 80.1, 125.1, 127.7, 128.7, 131.9, 
133.1, 136.9, 162.4, 170.9. 

 

89a tert-butyl 2-((2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)carbamoyl)indoline-1-carboxylate 

  

C20H28N2O5 

376.45 g/mol 

 

89a was obtained as a white oil following method H. 

tR = 11.67 min 
1H NMR (500 MHz, CDCl3): 1.44 (s, 9H), 1.55 (br s, 9H), 3.28-3.34 (m, 1H), 3.47-3.53 (m, 1H), 3.85 (B 

of ABX, JAB = 18.3 Hz, JBX = 4.7 Hz, 1H), 3.98 (A of ABX, JAB = 18.3 Hz, JAX = 5.3 Hz, 1H), 4.87 (d, J = 7.9 
Hz, 1H), 6.58 (br s, 1H), 6.98 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.14 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.19 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.71 (br 
s, 1H). 
13C NMR (125 MHz, CDCl3): 28.2, 28.5, 33.0, 42.2, 62.1, 82.5, 82.6, 115.7, 123.5, 125.0, 127.9, 129.6, 

141.9, 152.9, 168.6, 172.0. 

 

89e tert-butyl (S)-2-(ethylcarbamoyl)indoline-1-carboxylate 

  

C16H22N2O3 

290.36 g/mol 

FH0745 

 

89e was obtained as a white oil following method H (18.5 mg, 47%). 

tR = 3.65 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.11 (t, J = 7.3 Hz, 3H), 1.55 (s, 9H), 3.13-3.52 (m, 4H), 4.82 (dd, J = 4.3, 
11.2 Hz, 1H), 6.11 (br s, 1H), 6.99 (td, J = 0.9, 7.4 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.19 (t, J = 7.8 Hz, 

1H), 7.71 (br s, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 15.0, 28.5, 31.1, 34.5, 62.2, 82.4, 115.6, 123.5, 125.0, 127.8, 129.8, 

141.8, 161.3, 171.6. 
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88e tert-butyl (S)-(1-ethyl-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-3-yl)carbamate 

  

C16H22N2O3 

290.36 g/mol 

FH0745 

 

88e was obtained as a white oil following method H (10.2 mg, 26%). 

tR = 4.04 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.26 (t, J = 7.3 Hz, 3H), 1.47 (s, 9H), 2.75 (t, J = 14.6 Hz, 1H), 3.41 (dd, J = 

5.3, 14.6 Hz, 1H), 3.91 (dq, J = 7.2, 14.2 Hz, 1H), 4.08 (dq, J = 7.2, 14.2 Hz, 1H), 4.19-4.26 (m, 1H), 
5.74 (br s, 1H), 7.03 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.27 (t, J = 7.6 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 13.1, 28.6, 38.7, 43.7, 50.6, 80.1, 115.1, 123.7, 125.1, 128.1, 128.9, 
138.7, 161.8, 168.7. 

 

89f tert-butyl (S)-2-(propylcarbamoyl)indoline-1-carboxylate 

  

C17H24N2O3 

304.39g/mol 

FH0732 

 

89f was obtained as a white oil following method H (19.4 mg, 49%). 

tR = 3.86 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.88 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 1.49 (sex, J = 7.3 Hz, 2H), 1.55 (s, 9H), 3.07-3.15 
(m, 1H), 3.24-3.33 (m, 2H), 3.43-3.52 (m, 1H), 4.84 (dd, J = 4.1, 11.0 Hz, 1H), 6.99 (td, J = 0.8, 7.4 Hz, 
1H), 7.15 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.19 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.69 (br s, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 11.6, 23.4, 28.7, 35.8, 41.7, 62.4, 82.5, 115.8, 123.8, 125.4, 127.9, 133.2, 

136.9, 162.9, 171.9. 

 

88f tert-butyl (S)-(2-oxo-1-propyl-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-3-yl)carbamate 

  

C17H24N2O3 

304.39g/mol 

FH0732 

 

88f was obtained as a white oil following method H (6.2 mg, 16%). 

tR = 4.31 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.95 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 1.47 (s, 9H), 1.61-1.74 (m, 2H), 2.75 (t, J = 14.6 Hz, 
1H), 3.41 (dd, J = 5.0, 14.4 Hz, 1H), 3.85-3.96 (m, 2H), 4.20-4.25 (m, 1H), 5.76 (br s, 1H), 8.99-7.05 (m, 
2H), 7.20 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.26 (t, j = 7.8 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 11.5, 20.9, 28.7, 32.8, 45.0, 50.7, 80.0, 115.4, 123.7, 125.2, 128.1, 129.0, 
138.8, 163.7, 169.3. 
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89g tert-butyl (S)-2-(allylcarbamoyl)indoline-1-carboxylate 

  

C17H22N2O3 

302.37 g/mol 

FH0751 

 

89g was obtained as a white oil following method H (19.4 mg, 49%). 

tR = 3.76 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.55 (s, 9H), 3.27-3.33 (m, 1H), 3.45-3.53 (m, 1H), 3.74-3.81 (m, 1H), 3.93-
3.99 (m, 1H), 4.87 (dd, J = 4.1, 11.2 Hz, 1H), 5.08-5.15 (m, 2H), 5.76-5.83 (m, 1H), 6.28 (br s, 1H), 6.99 

(td, J = 0.9, 7.5 Hz, 1H), 7.15-7.21 (m, 2H), 7.69 (br s, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.5, 32.9, 41.9, 62.2, 82.5, 115.7, 116.6, 123.6, 124.7, 128.9, 127.8, 

1129.8, 134.0, 161.2, 171.6. 

 

88g tert-butyl (S)-(1-allyl-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-3-yl)carbamate 

  

C17H22N2O3 

302.37 g/mol 

FH0751 

 

88g was obtained as a white oil following method H (9.1 mg, 23%). 

tR = 4.10 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.47 (s, 9H), 2.80 (t, J = 14.6 Hz, 1H), 3.43 (dd, J = 4.9, 14.4 Hz, 1H), 4.26-
4.33 (m, 2H), 4.79-4.85 (ddt, J = 1.8, 4.8, 16.7 Hz, 1H), 5.13-5.22 (m, 2H), 5.75 (br s, 1H), 5.89 (ddt, J = 
4.9, 10.4, 17.2 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.03 (td, J = 0.5, 7.2 Hz, 1H), 7.20-7.26 (m, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.8, 32.7, 46.3, 50.6, 80.0, 115.8, 116.9, 123.9, 124.9, 128.1, 128.8, 

132.3, 139.1, 162.2, 168.9. 

 

89l tert-butyl (S)-2-((pyridin-2-ylmethyl)carbamoyl)indoline-1-carboxylate 

  

C20H23N3O3 

353.42 g/mol 

FH0767 

 

89l was obtained as a white oil following method H (5.7 mg, 14%). 

tR = 3.09 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.48 (s, 9H), 3.29-3.35 (m, 1H), 3.49-3.57 (m, 1H), 4.43 (B of ABX, JAB = 
16.1 Hz, JBX = 4.6 Hz, 1H), 4.67 (A of ABX, JAB = 16.1 Hz, JAX = 5.8 Hz, 1H), 4.92 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 6.98 

(t, J = 6.7 Hz, 1H), 7.14-7.25 (m, 4H), 7.32 (br s, 1H), 7.63 (td, J = 1.6, 7.7 Hz, 1H), 7.72 (br s, 1H), 8.49 
(d, J = 4.6 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.4, 32.3, 44.6, 62.3, 82.8, 115.7, 122.1, 122.6, 123.4, 125.0, 127.8, 
136.9, 141.3, 143.4, 149.3, 156.5, 163.6, 172.9. 
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88l tert-butyl (S)-(2-oxo-1-(pyridin-2-ylmethyl)-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-3-yl)carbamate 

  

C20H23N3O3 

353.42 g/mol 

FH0767 

 

88l was obtained as a white oil following method H (6.1 mg, 15%). 

tR = 3.50 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.48 (s, 9H), 2.89 (t, J = 14.7 Hz, 1H), 3.48 (dd, J = 4.1, 14.4 Hz, 1H), 4.38-

4.45 (m, 1H), 4.45 (d, J = 16.4 Hz, 1H), 5.58 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 5.78 (br s, 1H), 6.98-7.03 (m, 2H), 
7.14-7.22 (m, 4H), 7.61 (td, J = 1.6, 7.7 Hz, 1H), 8.57 (d, J = 4.4 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.6, 32.9, 49.7, 66.0, 80.1, 116.2, 121.3, 122.6, 124.0, 124.8, 128.2, 
128.8, 137.2, 139.3, 149.7, 156.7, 160.9, 169.6. 

 

89m tert-butyl (S)-2-((pyridin-3-ylmethyl)carbamoyl)indoline-1-carboxylate 

  

C20H23N3O3 

353.42 g/mol 

FH0762 

 

89m was obtained as a white oil following method H (11.6 mg, 28%). 

tR = 2.87 min 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 1.23 (s, 9H), 2.88-2.94 (m, 1H), 3.48 (dd, J = 11.3, 16.4 Hz, 1H), 4.25-
4.36 (m, 3H), 4.75 (dd, J = 3.6, 11.4 Hz, 1H), 6.89-6.94 (m, 1H), 7.13-7.17 (m, 2H), 724-7.36 (m, 2H), 
7.55-7.60 (m, 1H), 8.45-8.51 (m, 2H).  
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): 28.5, 35.6, 43.6, 66.0, 80.5, 117.2, 123.1, 124.5, 126.1, 127.5, 134.2, 

135.6, 136.1, 141.0, 147.5, 147.9, 155.0, 171.3. 

 

88m tert-butyl (S)-(2-oxo-1-(pyridin-3-ylmethyl)-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-3-yl)carbamate 

  

C20H23N3O3 

353.42 g/mol 

FH0762 

 

88m was obtained as a white oil following method H (8 mg, 20%). 

tR = 2.95 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.48 (s, 9H), 2.85 (t, J = 14.6, Hz, 1H), 3.44-3.49 (m, 1H), 4.39-4.43 (m, 
1H), 5.03 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 5.336 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 5.75 (br s, 1H), 6.88 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.03 
(t, J = 8.4 Hz, 1H), 7.17 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.21-7.26 (m, 2H), 7.52 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 8.54 (d, J = 19.6 

Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.4, 32.3, 41.1, 62.1, 80.4, 115.7, 123.7, 125.1, 127.8, 128.8, 131.9, 

133.1, 135.7, 136.6, 148.9, 149.3, 162.0, 171.5. 
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89n tert-butyl (S)-2-((pyridin-4-ylmethyl)carbamoyl)indoline-1-carboxylate 

  

C20H23N3O3 

353.42 g/mol 

FH0763 

 

89n was obtained as a white oil following method H (13 mg, 34%). 

tR = 7.74 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.35 (s, 9H), 3.12-3.18 (m, 1H), 3.28-3.34 (m, 1H), 4.38-4.39 (m, 2H), 4.49-
4.59 (m, 1H), 6.64 (br s, 1H), 7.09-7.17 (m, 2H), 7.19-7.26 (m, 3H), 7.55 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.48-8.56 

(m, 2H).   
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.5, 38.7, 42.5, 55.1, 80.8, 122.3, 125.1, 126.3, 127.9, 128.9, 131.9, 

136.6, 147.1, 150.2, 160.3, 171.6. 

 

88n tert-butyl (S)-(2-oxo-1-(pyridin-4-ylmethyl)-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-3-yl)carbamate 

  

C20H23N3O3 

353.42 g/mol 

FH0763 

 

88n was obtained as a white oil following method H (8.5 mg, 21%). 

tR = 7.52 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.68 (s, 9H), 3.09 (t, J = 13.9 Hz, 1H), 3.69 (d, J = 14.3 Hz, 1H), 4.29-4.34 
(m, 1H), 4.63-4.66 (m, 1H), 5.10 (d, J = 17.3 Hz, 1H), 5.63 (d, J = 17.1 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 
7.24-7.37 (m, 3H), 7.43-7.46 (d, 1H), 7.59-7.61 (m, 1H), 8.75 (m, 2H). 

 

88o tert-butyl (S)-(1-(2-(dimethylamino)ethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-3-

yl)carbamate 

  

C18H27N3O3 

333.43  g/mol 

FH0769 

 

88o was obtained as a white oil following method H (7 mg, 17%). 

tR = 7.25 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.47 (s, 9H), 2.34 (s, 6H), 2.51-2.55 (m, 2H), 3.15-3.19 (m, 2H), 4.01-4.15 
(m, 2H), 4.23-4.27 (m, 1H), 5.73 (br s, 1H), 7.02-7.07 (m, 2H), 7.20 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.26 (s, 1H). 

 

89p tert-butyl (S)-2-((2-methoxyethyl)carbamoyl)indoline-1-carboxylate 

  

C17H24N2O4 

320.39 g/mol 

FH0765-756 

 

89p was obtained as a white oil following method H (24.2 mg, 61%). 

tR = 3.63 min 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.55 (s, 9H), 3.29 (s, 3H), 3.31-3.57 (m, 6H), 4.83 (dd, J = 4.1, 11.0 Hz, 1H), 

6.49 (br s, 1H), 6.97 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.13 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.18 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.69 (s, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.4, 32.9, 39.4, 58.9, 62.2, 70.2, 82.3, 115.6, 123.4, 124.9, 127.8, 129.7, 

141.8, 164.4, 171.9. 

 

88p tert-butyl (S)-(1-(2-methoxyethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-3-yl)carbamate 

  

C17H24N2O4 

320.39 g/mol 

FH0765-756 

 

88p was obtained as a white oil following method H (8.8 mg, 22%). 

tR = 3.90 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.47 (s, 9H), 2.77 (t, J = 14.6 Hz, 1H), 3.35-3.42 (m, 4H), 3.59-3.67 (m, 2H), 
3.95-4.03 (m, 1H), 4.24 (dt, J = 5.0, 14.4 Hz, 1H), 4.24-4.29 (m, 1H), 5.73 (br s, 1H), 7.04 (td, J = 1.0, 
7.3 hz, 1H), 7.18-7.28 (m, 3H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.6, 32.8, 44.4, 50.7, 59.2, 69.9, 79.9, 116.3, 123.9, 125.2, 128.1, 128.8, 
139.4, 161.2, 169.3. 

 

89q tert-butyl (S)-2-((3-methoxypropyl)carbamoyl)indoline-1-carboxylate 

  

C18H26N2O4 

334.42 g/mol 

FH0768 

 

89q was obtained as a white oil following method H (18.9 mg, 47%). 

tR = 3.74 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.54 (s, 9H), 1.71 (quint., J = 5.9 Hz, 2H), 3.22-3.27 (m, 5H), 3.34-3.54 (m, 
4H), 4.81 (dd, J = 3.6, 11.3 Hz, 1H), 6.85 (br s, 1H), 6.97 (td, J = 0.8, 7.4 Hz, 1H), 7.14 (d, J = 7.3 Hz, 

1H), 7.19 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.74 (br s, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 28.5, 28.9, 31.1, 38.6, 58.9, 62.3, 72.1, 82.1, 115.5, 123.4, 125.0, 127.8, 

129.8, 141.9, 159.6, 171.8. 

 

88q tert-butyl (S)-(1-(3-methoxypropyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-3-yl)carbamate 

  

C18H26N2O4 

334.42 g/mol 

FH0768 

 

88q was obtained as a white oil following method H (6.1 mg, 15%). 

tR = 4.05 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.47 (s, 9H), 1.87-1.97 (m, 2H), 2.76 (t, J = 14.6 Hz, 1H), 3.32 (s, 3H), 3.38-
3.47 (m, 3H), 3.98-4.10 (m, 2H), 4.20-4.28 (m, 1H), 5.74 (br s, 1H), 7.03 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.09 (d, J = 

8.0 Hz, 1H), 7.19 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.26 (t, J = 8.3 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 27.9, 28.6, 31.0, 41.2, 40.4, 58.8, 70.2, 79.9, 115.4, 123.7, 125.0, 128.2, 

128.9, 138.9, 161.0, 168.9. 



Partie expérimentale 

 

-207- 
 

109 (S)-1-(acetyl-L-seryl)-N-((S)-1-amino-3-methyl-1-oxobutan-2-yl)indoline-2-carboxamide 

  

C19H26N4O5 

394.44 g/mol 

 

109 was obtained as a white powder following method J. 

tR = 6.84 min 

LC-MS calcd : 390.1, Found [M+H] : 391.0.  

 

110 (S)-2-((S)-3-((S)-2-acetamido-3-hydroxypropanamido)-2-oxo-3,4-dihydroquinolin-1(2H)-
yl)-3-methylbutanamide 

  

C19H26N4O5 

394.44 g/mol 

 

109 was detected by UV. 

UVmax = 250 nm 

tR = 7.54 min 

 

3 7-chloro-5-(4-chlorophenyl)-1-methyl-2,3-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-2-one 

 

C16H12Cl2N2O 

319.19 g/mol 

FH0150 

Method B was applied to 37 (400 mg, 1.31 mmol, 1 eq) to give 3 as an orange crystalline solid (346.3 
mg, 83%) after purification on flash chromatography (0 to 70% of EtOAc in heptane). 

tR = 4.34 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.37 (s, 3H), 3.75 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 4.81 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 

2.5 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.37 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.51 (dd, J 2.5, 8.8 Hz, 1H), 7.55 (d, J = 8.7 
Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 35.1, 57.1, 122.8, 128.8, 129.6, 129.8, 129.8, 130.9, 131.8, 136.7, 137.1, 
142.8, 167.9, 169.9. 
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122a 1-benzyl-7-chloro-5-(4-chlorophenyl)-2,3-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-2-one 

 

C22H16Cl2N2O 

395.28 g/mol 

FH0152 

Method B was applied to 37 (100 mg, 0.33 mmol, 1 eq) to give 122a as a white pale oil (128.7 mg, 

99%) after purification on flash chromatography (0 to 70% of EtOAc in heptane). 

tR = 4.87 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.84 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 4.67 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 4.89 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 
5.64 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 7.10-7.17 (m, 4H), 7.28-7.41 (m, 6H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 49.9, 57.1, 124.2, 127.6, 127.7, 128.7, 128.9, 129.5, 130.2, 130.8, 131.6, 

131.6, 136.4, 136.6, 137.1, 140.8, 168.3, 169.0. 

 

122b 7-chloro-5-(4-chlorophenyl)-1-(2-methylpropyl)-2,3-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-2-one 

 

C19H18Cl2N2O 

361.27 g/mol 

FH0153 

37 (100 mg, 0.33 mmol, 1 eq) was added to a solution of toluene (2.5 mL) containing isobutyl 

bromide (71.3 µL, 0.65 mmol, 2 eq) and one drop of Aliquat 336. NaOH (50% aqueous solution, 0.5 
mL) was added and heated for 16h at 55°C. Water (10 mL) and EtOAc (10 mL) were added to  the 

reaction mixture and the organic phase was extracted, washed with brine, dried over Na2SO4, 
filtered and concentrated under reduced pressure. The yellow resulting residue was purified on 
flash chromatography (0 to 70% of EtOAc in heptane) to give 122b as a white pale oil (43.5 mg, 

37%). 

tR = 6.81 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.63 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.76(d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.72-1.79 (m, 1H), 3.31 (dd, 

J = 6.0, 13.8 Hz, 1H), 3.74 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.33 (dd, J = 9.2, 13.7 Hz, 1H), 4.79 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 
7.24 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.4 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.50 (dd, J = 2.5, 8.9 Hz, 1H), 
7.55 (d, J =8.5 Hz, 2H).  
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 19.5, 20.4, 27.2, 53.3, 57.4, 124.2, 129.0, 129.7, 130.0, 130.7, 131.5, 
131.7, 136.6, 137.2, 141.7, 167.9, 169.8. 
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122c 2-[7-chloro-5-(4-chlorophenyl)-2-oxo-2,3-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-1-yl]acetamide 

 

C17H13Cl2N3O2 

362.21 g/mol 

FH0166 

Method B was applied to 37 (50 mg, 0.16 mmol, 1 eq) to give 122c as a yellow oil (58 mg, 98%) after 
purification on flash chromatography (0 to 10% of MeOH in DCM). 

tR = 3.97min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.84 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 4.20 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 4.59 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 

4.83 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 5.68 (br s, 1H), 6.26 (br s, 1H), 7.24 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.39 (d, J = 8.5 Hz, 
2H), 7.50-7.58 (m, 4H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 51.9, 56.8, 124.1, 128.9, 129.8, 130.2, 130.7, 131.0, 132.3, 136.6, 137.4, 
141.7, 168.7, 168.8, 170.5.  

 

122d Ethyl 2-[7-chloro-5-(4-chlorophenyl)-2-oxo-2,3-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-1-yl]acetate 

 

C19H16Cl2N2O3 

391.25 g/mol 

FH0154 

Method B was applied to 37 (80 mg, 0.26 mmol, 1 eq) to give 122d as a white solid (99.4 mg, 97%) 
after purification on flash chromatography (0 to 70% of EtOAc in heptane). 

tR = 4.44 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.22 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 3.84 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 4.10-4.22 (m, 2H), 4.47 
(d, J = 17.4 Hz, 1H), 4.55 (d, J = 17.4 Hz, 1H), 4.83 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 7.25-7.28 (m, 2H), 7.38 (d, J = 
8.7 Hz, 2H), 7.49 (dd, J = 2.5, 8.8 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 8.5 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 14.2, 49.6, 56.7, 61.9, 123.2, 128.9, 129.9, 130.3, 130.3, 131.0, 132.0, 
136.8, 137.2, 141.6, 168.3, 168.6, 169.2. 

 

123 2-[7-chloro-5-(4-chlorophenyl)-2-oxo-2,3-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-1-yl]acetic acid 

 

C17H12Cl2N2O3 

362.19 g/mol 

FH0159 
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NaOH (30.2 mg, 0.75 mmol, 3 eq) was added to a solution of 122d (98.5 mg, 0.25 mmol, 1 eq) in 

ethanol (5 mL) and water (2 mL) and stirred at rt for 2 h. Reaction mixture was then concentrated 
under reduced pressure and acidified to pH 1 with an HCl 1N solution. Aqueous phase was extracted 
by 3x15 mL of DCM. Organic phases were assembled, washed with brine, dried over Na 2SO4, filtered 

and concentrated under reduced pressure to afford 123 as a yellow solid (90 mg, 98%). 

mp = 140°C 

tR = 4.17 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.82 (d, J = 10.9 Hz, 1H), 4.52 (s, 2H), 4.83 (d, J = 10.9 Hz, 1H), 6.08 (br s, 
1H), 7.22 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.36 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.49-7.52 (m, 3H).  
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 49.5, 56.1, 123.4, 128.9, 130.1, 130.6, 130.7, 131.1, 132.4, 136.4, 137.4, 
141.3, 169.2, 169.3, 172.3. 

 

122f 2-methylpropyl 2-[7-chloro-5-(4-chlorophenyl)-2-oxo-2,3-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-
1-yl]acetate 

 

C21H20Cl2N2O3 

419.30 g/mol 

FH0160 

122f was accidentally synthesized instead of 122e because the reaction was launched at rt instead 
of -10°C. 123 (25 mg, 0.068 mmol, 1 eq) was added to a solution of isobutyl chloroformate (10.8 µL, 

0.083 mmol, 1.2 eq), dimethylamine (2M in THF, 41.3 µL, 0.083 mmol, 1.2 eq) and DIEA (22.7 µL, 
0.13 mmol, 2 eq) in DCM (1.5 mL) and stirred for 2 h at rt. After completion in HPLC, reaction 
mixture was concentrated under reduced pressure. The residue was solubilized in EtOAc (10 mL) 

and washed twice with HCl 1N, NaHCO3 sat, brine dried over Na2SO4, filtered and concentrated 
under reduced pressure. The residue was purified on flash chromatography (0 to 70% of EtOAc in 
heptane) to afford 122f as a pale oil (15.1 mg, 52%) instead of 122e. 

tR = 4.81 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 0.88 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 1.88 (n, J = 6.7 Hz, 1H), 3.83-3.98 (m, 3H), 4.48, 
4.58 (ABq, JAB = 17.4 Hz, 2H), 4.85 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 7.26-7.28 (m, 2H), 7.40 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.50 

(dd, J = 2.5, 8.8 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 8.5 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 19.2, 19.2, 27.9, 49.6, 56.7, 71.9, 123.1, 128.9, 129.9, 130.4, 130.6, 

131.0, 132.0, 137.2, 140.3, 141.6, 168.4, 168.7, 169.2. 
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122e 2-[7-chloro-5-(4-chlorophenyl)-2-oxo-2,3-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-1-yl]-N,N-

dimethylacetamide 

 

C19H17Cl2N3O2 

390.26 g/mol 

FH0162 

122e was prepared following the same method than 122f but at -10°C. 122e was obtained as a 

colorless oil (10 mg, 40%) after purification on reversed phase flash chromatography (0 to 100% 
MeOH in Water) and characterized by LCMS. 

tR = 4.08 min  

LC-MS calcd : 389.0, Found [M+H] : 390.0 

 

125a 5-Chloro-N-methylisatoic anhydride 

 

C9H6ClNO3 

211.60 g/mol 

FH0190 

6-chloroisatoic anhydride 124a (1 g, 4.9 mmol, 1 eq) was alkylated by MeI (397 µL, 5.9 mmol, 1.2 eq) 
following method B and 125a was obtained as a crystalline white powder after precipitation and 
filtration (898 mg, 86%) 

tR = 3.41 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.58 (s, 3H), 7.14 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.72 (dd, J = 2.5, 8.9 Hz, 1H), 8.11 (d, 
J = 2.5 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 32.7, 113.1, 115.7, 130.1, 130.2, 137.4, 140.7, 147.7, 157.5.  

 

125b 5-Bromo-N-methylisatoic anhydride 

 

C9H6BrNO3 

256.06 g/mol 

FH0285 

According to method B, 125b was obtained as a beige powder (518.7 mg, 49%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.57 (s, 3H), 7.08 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.85 (dd, J = 2.0, 8.8 Hz, 1H), 8.26 (d, 

J = 2.0 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 32.2, 113.4, 115.9, 117.1, 133.2, 140.3, 141.2, 147.6, 157.4. 
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126a 7-Chloro-3,4-dihydro-1-methyl-1H-1,4-benzodiazepine-2,5-dione 

 

C10H9ClN2O2 

224.64 g/mol 

FH0203 

Compound 125a (750 mg, 3.44 mmol, 1 eq) and glycine ethyl ester hydrochloride (1.68 g, 12.05 

mmol, 3.4 eq) were heated in pyridine (5.5 mL) at 120°C for 6 h. AcOH (8 mL) was added to the 
reaction mixture and the vessel was heated at 120°C for 12 more hours. Reaction mixture was 
poured on a mixture of water and ice and extracted with EtOAc. Organic layers were combined, 

washed by HCl 1N, NaHCO3 sat and brine. After drying and evaporation, the transparent oily residue 
was purified on flash chromatography (10 to 100% of EtOAc in heptane) to give 126a as a white solid 

(462 mg, 58%). 

tR = 2.95 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.37 (s, 3H), 3.82 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 7.17 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.50 (dd, J = 
2.5, 8.7 Hz, 1H), 7.65-7.68 (m, 1H), 7.85 (d, J = 2.5 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 35.7, 45.5, 123.1, 128.9, 130.6, 131.7, 132.8, 140.0, 168.4, 169.6. 

 

128a 7-chloro-5-(3-chlorophenyl)-1-methyl-2,3-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-2-one 

 

C16H12Cl2N2O 

319.19 g/mol 

FH0263 

Following method D, 128a was obtained as a white solid after purification on semi-preparative HPLC 
(12 mg, 46%). 

tR = 5.85 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.43 (s, 3H), 3.81 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 4.89 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 

2.5 Hz, 1H), 7.36-7.43 (m, 2H), 7.48-7.58 (m, 3H), 7.62 (dd, J = 1.4, 8.8 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 35.6, 55.3, 123.3, 128.4, 128.5, 130.2, 130.3, 130.4, 130.7, 132.4, 133.5, 
135.2, 138.0, 143.0, 167.1, 170.5. 

HR-MS calcd: 318.0327, Found [M+H] : 319.0406 

 

128b 7-chloro-5-(3,4-dichlorophenyl)-1-methyl-2,3-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-2-one 

 

C16H11Cl3N2O 

353.63 g/mol 

FH0264 

Following method D, 128b was obtained as a white oil after purification on semi-preparative HPLC 
(4.7 mg, 22%). 

tR = 6.34 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.43 (s, 3H), 3.78 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 4.88 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 7.25-7.27 



Partie expérimentale 

 

-213- 
 

(m, 1H), 7.36 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.44 (dd, J = 2.0, 8.4 Hz, 1H), 7.54 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.62 (dd, J = 2.5, 

8.8 Hz, 1H), 7.71 (d, J = 1.9 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 35.5, 55.9, 123.3, 128.7, 129.1, 130.2, 130.3, 130.9, 131.7, 133.1, 133.5, 

136.5, 136.8, 142.9, 168.7, 169.4. 

HR-MS calcd: 351.9937, Found [M+H] : 353.0015 

 

126b 7-Bromo-3,4-dihydro-1-methyl-1H-1,4-benzodiazepine-2,5-dione 

 

C10H9BrN2O2 

269.10 g/mol 

FH0287 

Same protocole as for 126a, 126b was obtained, after purification on flash chromatography (10 to 
100% of EtOAc in heptane), as a white solid (130 mg, 62%). 

tR = 3.06 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.37 (s, 3H), 3.82 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 7.10 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.32-7.34 (m, 
1H), 7.65 (dd, J = 2.4, 8.8 Hz, 1H),  8.01 (d, J = 2.4 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 35.7, 45.5, 119.3, 123.4, 129.2, 133.6, 135.8, 140.5, 168.1, 168.5.  

 

127c 7-(2-methoxyphenyl)-1-methyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-1,4-benzodiazepine-2,5-dione 

 

C17H16N2O3 

296.33 g/mol 

FH0329 

Following method C, 127c (48.6 mg, 88%) was obtained as a white powder after purification on 

reversed-phase flash chromatography (0 to 100% of MeOH in water). 

tR = 3.34 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.43 (s, 3H), 3.84-3.87 (m, 5H), 7.02-7.04 (m, 2H), 7.26 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 
7.35-7.37 (m, 2H), 7.76-7.78 (m, 2H), 8.05 (d, J = 2.3 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 35.7, 45.7, 55.7, 11.4, 121.2, 121.3, 126.8, 128.3, 129.6, 130.8, 131.6, 
134.1, 136.5, 140.2, 156.6, 170.0, 170.2. 

 

127d 7-(3-methoxyphenyl)-1-methyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-1,4-benzodiazepine-2,5-dione 

 

C17H16N2O3 

296.33 g/mol 

FH0309 

Following method C, 127d (57.6 mg, 95%) was obtained as a white solid after purification on 
reversed-phase flash chromatography (0 to 100% MeOH in water). 

tR = 3.39 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.45 (s, 3H), 3.87-3.89 (m, 5H), 6.92 (dd, J = 2.4, 8.2 Hz, 1H), 7.15-7.18 (m, 
1H), 7.21 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.37 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.77 (dd, J = 2.1, 8.5 Hz, 
1H), 8.06-8.09 (m, 1H), 8.12 (d, J = 2.1 Hz, 1H).  
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 35.6, 45.6, 55.5, 112.7, 113.6, 119.5, 122.1, 127.8, 129.1, 130.1, 134.2, 
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138.7, 140.4, 140.6, 160.2, 169.8, 170.0. 

 

127e 7-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-1,4-benzodiazepine-2,5-dione 

 

C17H16N2O3 

296.33 g/mol 

FH0301 

Following method C, 127e (40.6 mg, 74%) was obtained as a white solid after purification on 

reversed-phase flash chromatography (0 to 100% MeOH in water). 

tR = 3.36 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.41 (s, 3H), 3.83-3.86 (m, 5H), 6.98 (dd, J = 1.5, 8.7 Hz, 2H), 7.24-7.28 (m, 
1H), 7.52-7.55 (m, 3H), 7.70-7.74 (m, 1H), 8.05-8.09 (m, 1H).  
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 35.6, 45.7, 55.6, 114.6, 122.1, 127.8, 128.2, 128.5, 130.7, 131.4, 138.6, 
140.0, 159.9, 169.7, 169.9. 

 

127f 7-(2,6-dimethoxyphenyl)-1-methyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-1,4-benzodiazepine-2,5-dione 

 

C18H18N2O4 

326.35 g/mol 

FH0310 

Following method C, 127f (33.1 mg, 55%) was obtained as a pale oil after purification on reversed-
phase flash chromatography (0 to 100% MeOH in water). 

tR = 3.23 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.43 (s, 3H), 3.75 (s, 6H), 3.86-3.90 (m, 2H), 6.65 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.19-

7.25 (m, 2H), 7.29 (t, J = 8.3 Hz, 1H), 7.56 (dd, J = 2.1, 8.5 Hz, 1H), 7.89 (d, J = 2.1 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 35.7, 45.5, 119.3, 123.4, 129.2, 133.6, 135.8, 140.5, 168.1, 168.5.  

 

128c 5-(4-chlorophenyl)-7-(2-methoxyphenyl)-1-methyl-2,3-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-2-
one 

 

C23H19ClN2O2 

390.87 g/mol 

FH0342 

128c was prepared following method D followed by a reversed-phase flash chromatography (0 to 
100% MeOH in water). 128c was obtained as an orange solid (11.6 mg, 19%). 

tR = 12.75 min  
1H NMR (500 MHz, MeOD): 3.51 (s, 3H), 3.75 (s, 3H), 4.10 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 4.63 (d, J = 12.1 Hz, 
1H), 7.00 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7,27 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.34 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 
7.51 (s, 1H), 7,60 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.68-7.73 (m, 3H), 7.95 (d, J = 8.5 Hz, 1H). 
13C NMR (125 MHz, MeOD): 35.9, 55.2, 56.1, 112.8, 122.3, 123.3, 126.6, 128.9, 130.4, 131.1, 131.4, 
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133.7, 134.3, 136.3, 136.9, 140.8, 144.9, 157.9, 170.3, 175.0. 

 

128d 5-(4-chlorophenyl)-7-(3-methoxyphenyl)-1-methyl-2,3-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-2-
one 

 

C23H19ClN2O2 

390.87 g/mol 

FH0315 

128d was obtained as a minority product (1.8 mg, 5%) after method D on 127d and reversed phase 
flash chromatography (0 to 100% MeOH in water). Characterization was performed by LC-MS. 

tR = 3.15 min  

LC-MS calcd : 390.1, Found [M+H] : 391.0 

 

129d 5-[4-(4-chlorophenyl)phenyl]-7-(3-methoxyphenyl)-1-methyl-2,3-dihydro-1H-1,4-
benzodiazepin-2-one 

 

C29H23ClN2O2 

466.97 g/mol 

FH0315 

129d was obtained as a minority product (2.6 mg, 5%) after method D on 127d and reversed phase 

flash chromatography (0 to 100% MeOH in water). Characterization was performed by LC-MS 

tR = 3.46 min  

LC-MS calcd : 466.1, Found [M+H] : 467.0 

 

128e 5-(4-chlorophenyl)-7-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-2,3-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-2-
one 

 

C23H19ClN2O2 

390.87 g/mol 

FH0314 

128e (12.8 mg, 32%) was obtained after method D on 127e and reversed phase flash 
chromatography (0 to 100% MeOH in water). Characterization was performed by LC-MS. 

tR = 3.77 min  
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LC-MS calcd : 390.1, Found [M+H] : 391.0 

 

 

128f 5-(4-chlorophenyl)-7-(2,6-dimethoxyphenyl)-1-methyl-2,3-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-
2-one 

 

C24H21ClN2O3 

420.89 g/mol 

FH0341 

128f (4.7 mg, 11%) was obtained after method D on 127e and reversed phase flash chromatography 
(0 to 100% MeOH in water).  

tR = 12.37 min  
1H NMR (500 MHz, MeOD): 3.51 (s, 3H), 3.72 (s, 6H), 4.14 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 4.62 (d, J = 12.1 Hz, 

1H), 6.70 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.27-7.32 (m, 2H), 7.60 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.65 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.70 
(d, J = 8.5 H, 2H), 7.77 (d, J = 8.5 Hz, 1H).  
13C NMR (125 MHz, MeOD): 35.9, 55.2, 56.4, 105.5, 114.7, 122.6, 126.2, 129.6, 130.3, 131.2, 132.6, 
133.7, 135.2, 136.2, 139.1, 140.8, 144.7, 158.9, 170.3, 175.1 

 

141 5-chloro-1H-inden-3-yl trifluoromethanesulfonate 

 

C10H6ClF3O3S 

298.66 g/mol 

FH0161 

To a solution of 6-chloroindan-1-one 140 (200 mg, 1.2 mmol, 1 eq) and Tf2O (238.6 µL, 1.44 mmol, 
1.2 eq) in DCM (4 mL) was added 2,6-tert-butylpyridine (349.4 µL, 1.56 mmol, 1.3 eq). After 20 min 

129e 5-[4-(4-chlorophenyl)phenyl]-7-(4-methoxyphenyl)-1-methyl-2,3-dihydro-1H-1,4-
benzodiazepin-2-one 

 

C29H23ClN2O2 

466.97 g/mol 

FH0314 

129e (5.7mg, 12%) was obtained as a minority product after method D on 127e and reversed phase 

flash chromatography (0 to 100% MeOH in water). Characterization was performed by LC-MS 

tR = 3.44 min  

LC-MS calcd : 466.1, Found [M+H] : 467.0 
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stirring at rt, reaction mixture was concentrated under reduced pressure and the residue was 

solubilized in EtOAc (15 mL). The organic phase was washed twice with water and brine. After drying 
on Na2SO4 and concentration under reduced pressure, the resulting residue was purified on silica gel 
(EtOAc 10% in heptane) to afford 141 as a colorless oil (349.6 mg, 98%). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3): 3.47 (s, 2H), 6.44 (s, 1H), 7.32-7.39 (m, 3H). 

 

142 5-chloro-3-(4-chlorophenyl)-1H-indene 

 

C15H10Cl2 

261.15 g/mol 

FH0178 

Following method C on 141, 142 was obtained as a pale cream solid (313 mg, 85%). 

tR = 5.91 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.30 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 6.45 (t, J = 2.3 Hz, 1H), 7.08 (dd, J = 2.0, 8.0 Hz, 
1H), 7.25-7.34 (m, 6H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 38.0, 120.5, 125.2, 125.2, 19.0, 129.1, 132.6, 133.1, 133.9, 134.0, 142.9, 
143.7, 145.5. 

 

143 2-(4-chloro-2-(4-chlorobenzoyl)phenyl)acetic acid 

 

C15H10Cl2O3 

309.14 g/mol 

FH0180 

H2SO4 (1.5 mL) was added dropwise at 0°C to a solution of Na2Cr2O7 (601.9 mg, 2.30 mmol, 2 eq) in 
water (10 mL). 142 (300 mg, 1.15 mmol, 1eq) was solubilized in acetone (10 mL) then added 

dropwise at 0°C to the previous solution. Reaction mixture was warmed up to rt for 5h. The reaction 
mixture was then concentrated under reduced pressure and 50 mL of EtOAc and brine were added. 
Phases were decanted and organic phase was extracted trice by 50 mL of NaOH 1M solution. Basics 

aqueous phase were combined then acidified until pH 1 with HCl 2N then extracted three time with 
DCM. Organic phases were assembled then washed over brine and dried over Na2SO4 and 
concentrated under reduced pressure to afford 143 as a slightly yellow oil (169.3 mg, 48%).  

tR = 4.51 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.81 (s, 2H), 7.32 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.44-7.49 (m, 
3H), 7.73 (d, J = 8.5 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 38.5, 129.1, 130.0, 131.6, 132.0, 132.2, 133.3, 133.5, 135.3, 139.2, 140.5, 
175.0, 196.0. 
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144 8-chloro-1-(4-chlorophenyl)-4,5-dihydro-3H-2,3-benzodiazepin-4-one 

 

C15H10Cl2N2O 

305.16 g/mol 

FH0192 

A solution of 143 (169 mg, 0.55 mmol, 1 eq) and hydrazine hydrate (60.3 mg, 1.20 mmol, 2.2 eq) in 
n-BuOH (15 mL) was stirred at 120°C for 36 hours. After completion, the reaction mixture was 

concentrated under reduced pressure and the residue was purified over silica gel (MeOH 4% in 
DCM) to afford 144 as a white powder (129 mg, 78%). 

tR = 4.63 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.56 (s, 2H), 7.19 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 8.5 
Hz, 2H), 7.50-7.56 (m, 3H), 8.85 (br s, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 41.7, 129.0, 129.2, 129.8, 130.6, 132.4, 132.6, 133.3, 134.6, 135.8, 136.8, 
159.6, 170.7. 

 

145a 8-chloro-1-(4-chlorophenyl)-3-methyl-4,5-dihydro-3H-2,3-benzodiazepin-4-one 

 

C16H12Cl2N2O 

319.19 g/mol 

FH0210 

145a was obtained, after method B in THF and purification on flash chromatography (EtOAc 0 to 

70% in heptane), as a white solid (20 mg, 96%). 

tR = 6.54 min  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.61 (s, 3H), 3.42 (s, 2H), 7.18 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 
7.41 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.49 (dd, J = 2.1, 8.3, Hz, 1H), 7.55 (d, J = 8.7 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 38.5, 41.1, 128.9, 129.0, 129.4, 130.7, 132.1, 32.4, 133.0, 135.4, 135.7, 

136.9, 159.6, 167.7. 

HR-MS calcd: 318.0326, Found [M+H] : 319.0397 

 

145b 3-benzyl-8-chloro-1-(4-chlorophenyl)-4,5-dihydro-3H-2,3-benzodiazepin-4-one 

 

C22H16Cl2N2O 

395.28 g/mol 

FH0211 

145b was obtained, after method B in THF and purification on flash chromatography (EtOAc 0 to 

70% in heptane), as a white solid (25 mg, 97%). 

tR = 7.34 min  
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1H NMR (400 MHz, CDCl3): 3.42 (br s, 1H), 3.69 (br s, 1H), 4.89 (br s, 1H), 5.22 (br s, 1H), 7.12 (d, J = 

2.3 Hz, 1H), 7.17-7.27 (m, 5H), 7.34-7.37 (m, 3H), 7.42 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.50 (dd, J = 2.1, 8.2 Hz, 
1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 41.9, 54.1, 127.5, 128.4, 128.6, 128.8, 129.0, 129.5, 130.7, 132.1, 132.5, 
133.1, 135.3, 135.8, 136.9, 137.3, 160.3, 167.3. 

HR-MS calcd: 394.0639, Found [M+H] : 395.0722 

 

156 N,N-dimethyl-4-oxo-4-(p-tolyl)butanamide 

 

C13H17NO2 

219.28 g/mol 

FH0189 

EDCI HCl (299.2 mg, 1.56 mmol, 1 eq) was added to a solution of 3-(p-toluoyl)propionic acid 155 
(300 mg, 1.56 mmol, 1 eq) in DCM (10 mL) and stirred for 10 minutes. Dimethylamine (2M in THF, 
1.17 mL, 2.34 mmol, 1.5 eq) was added and stirred overnight. Reaction mixture was then 

concentrated and the residue was solubilized in EtOAc (20 mL) and HCl 1N (20 mL). The organic 
phase was washed by HCL 1N (1x20 mL), NaHCO3 sat (2x10 mL) and brine (1x10 mL). The orange 

organic layer was then dried on Na2SO4 and volatiles were evaporated under reduce pressure to give 
a crude orange oil that was purified on silica gel column (5% MeOH in DCM) to give an orange solid 
(173 mg, 51%). 

tR = 3.34 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.35 (s, 3H), 2.72 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.92 (s, 3H), 3.04 (s, 3H), 3.28 (t, J = 
6.7 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.87 (d, J = 8.3 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 21.6, 27.3, 33.6, 34.5, 37.1, 128.2, 129.2, 134.4, 143.7, 171.7, 198.9. 

 

157 3-bromo-N,N-dimethyl-4-oxo-4-(p-tolyl)butanamide 

 

C13H16BrNO2 

298.18 g/mol 

FH0193 

Br2 (59.7 µL, 1.16 mmol, 1.5 eq) was added at 0°C to a solution of 156 (170 mg, 0.77 mmol, 1 eq) in 

DCM (8mL) and stirred for 1 h at 0°C then allowed to return to rt. The reaction mixture was stirred 
overnight, concentrated and directly purified on flash chromatography (EtOAc 10 to 70% in heptane) 

to afford product 157 as white crystals (195 mg, 84%). 

tR = 3.72 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.41 (s, 3H), 2.90 (s, 3H), 3.04 (dd, J = 4.4, 16.1 Hz, 1H), 3.06 (s, 3H), 3.58 
(dd, J = 9.8, 16.2 Hz, 1H), 5.64 (dd, J = 4.5, 9.8 Hz, 1H), 7.28 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.97 (d, J = 8.3 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 21.8, 35.3, 37.2, 38.4, 40.7, 129.2, 129.5, 131.7, 144.7, 169.8, 192.8. 

 

159 2-(6-bromo-2-(p-tolyl)imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)-N,N-dimethylacetamide 

 

C18H18BrN3O 

372.26 g/mol 

FH0252 

158 (84 mg, 0.28 mmol, 1 eq) and 2-amino-5-bromopyridine (48.7 mg, 0.28 mmol, 1 eq) were 
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heated in n-BuOH for 20h. The reaction mixture was concentrated under reduce pressure and the 

residue was purified by flash chromatography (EtOAc 20 to 80% in heptane) to give a yellow solid 
(60.9 mg, 58%). 

tR = 2.97 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.42 (s, 3H), 2.95 (s, 3H), 2.99 (s, 3H), 4.08 (s, 2H), 7.25-7.29 (m, 3H), 

7.52-7.58 (m, 3H), 8.36 (d, J = 1.8 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 21.5, 30.1, 36.1, 37.7, 107.1, 114.9, 117.7, 124.9, 128.1, 128.6, 129.6, 

131.1, 138.2, 143.6, 144.8, 168.0. 

 

168 2-(4-bromophenyl)-6-methylimidazo[1,2-a]pyridine 

 

C14H11BrN2 

287.16 g/mol 

FH0089 

2-amino-5-methylpyridine 166 (1 g, 9.24 mmol, 1eq) and 2,4’-dibromoacetophenone 167 (2.7 g, 
9.71 mmol, 1.05 eq) were refluxed in EtOH with K2CO3 (2.55 g, 18.49 mmol, 2 eq) over the week-

end. Water was added to the mixture and the brown precipitate was filtered, washed until it’s white 
with water and EtOH then dried to give a white/beige powder (1.67 g, 63%). 

tR = 3.32 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.31 (s, 3H), 7.02 (dd, J = 1.8, 9.3 Hz, 1H), 7.49-7.55 (m, 3H), 7.74 (s, 1H), 

7.79 (dt, J = 2.5, 8.5 Hz, 2H), 7.86-7.87 (m, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 18.3, 108.2, 117.0, 121.9, 122.6, 123.5, 127.7, 128.5, 132.0, 133.0, 144.5, 

144.9. 

 

169 ethyl 2-(2-(4-bromophenyl)-6-methylimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)acetate 

 

C18H17BrN2O2 

373.25 g/mol 

FH0092 

Ethyl diazoacetate (366 µL, 3.48 mmol, 1 eq) was slowly added to a solution of 168 (1 g, 3.48 mmol, 
1 eq) and copper (177 mg, 2.78 mmol, 0.8 eq) in toluene (7 mL) then refluxed for 1h. After cooling, 

10 mL of methanol were added to the reaction mixture and the organic phase was extracted with 
3x10mL HCl 1N. The aqueous phases were combined and neutralized with NaHCO3 sat. The formed 
precipitate was extracted 3 times with DCM. Organic phases were combined, dried over Na2SO4 and 

evaporated. The resulting oil was purified on reverse phase flash chromatography (MeOH 0 to 100% 
in water) to give 169 as a yellow oil (507 mg, 39%).  

tR = 3.41 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.32 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.50 (s, 3H), 4.02 (s, 2H), 4.28 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 
7.56 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.65-7.70 (m, 4H), 8.09 (s, 1H), 8.26 (d, J = 9.0 Hz, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 14.3, 18.7, 30.2, 62.7, 114.5, 114.6, 122.5, 125.3, 126.2, 127.4, 130.6, 
132.9, 134.4, 136.4, 140.1, 167.9. 
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170 2-(2-(4-bromophenyl)-6-methylimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)acetic acid 

 

C16H13BrN2O2 

345.20 g/mol 

FH0098 

169 (500 mg, 1.34 mmol, 1 eq) was solubilized in an ethanol/water mixture (9/1) with KOH (150 mg, 
2.67 mmol, 2 eq) and stirred for 2 hours. 2 spoon of Amberlyst 15 were added to the mixture and an 
orange precipitate appeared. The reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The 

residue was solubilized in DMF and filtered over celite to remove resin marbles. Filtrate was 
concentrated under reduce pressure affording an orange solid (422 mg, 91%).  

tR = 3.19 min 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 4.18 (s, 2H), 7.50 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.66-7.72 (m, 3H), 7.76 (d, J = 8.5 
Hz, 2H), 8.49 (s, 1H), 13.06 (br s, 1H). 

 

171 2-(2-(4-bromophenyl)-6-methylimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)-N,N-dimethylacetamide 

 

C18H18BrN3O 

372.27 g/mol 

FH0099 

170 (50 mg, 0.14 mmol, 1 eq) was coupled with dimethylamine (2M in THF, 79.7 µL, 0.159 mmol, 1.1 
eq) following method A. Resulting crude was purified on column chromatography (1 to 10% of 

MeOH in DCM) to give a slightly orange brown oil (23.5 mg, 44%). 

tR = 3.08 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 2.33 (s, 3H), 2.94 (s, 3H), 2.96 (s, 3H), 4.04 (s, 2H), 7.06 (dd, J = 1.8, 9.3 

Hz, 1H), 7.49-7.58 (m, 5H), 7.92 (s, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 18.7, 30.3, 36.1, 36.7, 114.3, 116.9, 122.1, 122.3, 122.3, 128.1, 130.3, 

131.9, 133.9, 142.8, 144.4, 168.2. 

 

177 ethyl 2-(6-methyl-2-(p-tolyl)imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)acetate 

 

C19H20N2O2 

308.38 g/mol 

FH0073 

Ethyl diazoacetate (236 µL, 2.24 mmol, 1 eq) was slowly added to a solution of 176 (500 mg, 2.24 
mmol, 1 eq) and copper (114 mg, 1.79 mmol, 0.8 eq) in toluene (15 mL) then refluxed for 1h. After 

cooling, 10 mL of methanol were added to the reaction mixture and the organic phase was 
extracted with 3x10mL HCl 1N. The aqueous phases a assembled and neutralized with NaHCO3 sat 
and the precipitate was extracted 3 times with DCM. Organic phases were combined, dried over 

Na2SO4 and evaporated. The resulting oil was an inseparable mixture of starting material and 
desired product. Estimated yield : 50% (ratio and quantity)  

tR = 3.37 min 

No NMR could be performed, the purification will occur on next step. 
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178 2-(6-methyl-2-(p-tolyl)imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)acetic acid 

 

C17H16N2O2 

280.33 g/mol 

FH0076 

177 (70 mg, 0.22 mmol, 1 eq) was solubilized in an EtOH/water mixture (9/1) with KOH (25 mg, 0.45 
mmol, 2 eq) and stirred for 2 hours. 2 spoon of Amberlyst 15 were added to the mixture and an 

orange precipitate appears. The reaction mixture was concentrated under reduced pressure and the 
residue was solubilized in DMF and filtered on celite to remove resin marbles. Filtrate was 

concentrated under reduce pressure affording brown solid (16 mg, 26%). Low yield was due to the 
retention of the product on celite. 

tR = 3.06 min 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 2.28 (s, 3H), 2.34 (s, 3H), 3.67 (s, 2H), 7.04 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.22 (d, J 

= 7.9 Hz, 2H), 7.42 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.81 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 8.18 (s, 1H). 

 

152 tert-butyl (11-azidoundecyl)carbamate 

 

C16H32N4O2 

312.46 g/mol 

FH0081 

11-azidoundecanamine hydrochloride 151 (63.4 mg, 0.25 mmol, 1 eq) was solubilized was 
solubilized in DCM and DIEA (42 µL, 0.25 mmol, 1 eq) was added. After 15 minutes stirring, mixture 
Boc2O (55.6 mg, 0.25 mmol, 1 eq) was added. After 1h stirring, volatiles were evaporated under 

reduced pressure and the crude was purified on column chromatography (EtOAc 20% in heptane) to 
give 152 as a pale yellow paste (62 mg, 78%). 

Rf (EtOAc/Hept, 3/7) = 0.87 
1H NMR (300 MHz, CDCl3): 1.27 (s, 9H), 1.44-1.59 (m, 18H), 3.09 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 3.25 (t, J = 7.0 Hz, 
2H), 4.49 (br s, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 26.3, 27.0, 27.6, 28.6, 29.1, 29.3, 29.5, 29.6, 29.7, 30.3, 40.8, 51.7, 85.4, 
156.2. 

 

154 11-azido-N-methylundecan-1-amine 

 
C12H26N4 

226.36 g/mol 

FH0087 

Compound 152 was alkylated following method B then the crude was directly dissolved in a mixture 

of TFA and DCM (1/1) for deprotection. The reaction mixture was concentrated under reduced 
pressure and the resulting crude oil was dissolved in EtOAc then washed trice by NaHCO3 sat then 
brine. Organic phase was dried over Na2SO4 then filtered and concentrated under reduced pressure 

to afford 154 as a slightly yellow oil (40.7 mg, 90%). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3): 1.25-1.28 (m, 14H), 1.52-1.61 (m, 4H), 2.49 (s, 3H), 2.65 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 

3.25 (t, J = 7.0 Hz, 2H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 22.7, 26.7, 27.1, 28.8, 29.1, 29.4, 29.4, 29.5, 29.7, 35.5, 51.5, 51.5. 
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179 N-(11-azidoundecyl)-N-methyl-2-[6-methyl-2-(4-methylphenyl)imidazo[1,2-a]pyridin-3-

yl]acetamide 

 

C29H40N6O 

488.68 g/mol 

FH0102 

179 was prepared following method A then purified over flash chromatography (MeOH 1 to 10% in 
DCM). 179 was obtained as a pale yellow oil (11.6 mg, 52%). Due to the disubstituted amide, the 

molecule seems to dedoublate in NMR, giving doublets with large J-coupling instead of singulets. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.11-1.29 (m, 14H), 1.52 (q, J = 7.8 Hz, 2H), 2.28 (s, 3H), 2.32 (s, 3H), 2.76, 

2.82 (2s, 3H), 3.00 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 3.19 (q, J = 6.9 Hz, 2H), 3.28 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 4.01 (s, 1H), 4.04 
(s, 1H), 6.98 (dd, J = 1.8, 9.2 Hz, 1H), 7.17 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.43-7.49 (m, 3H), 7.94, 8.03 (2s, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 18.7, 21.5, 26.9, 29.1, 29.4, 29.4, 29.7, 30.7, 30.9, 33.8, 35.8, 48.4, 50.4, 
51.7, 114.1, 114.2, 116.6, 116.6, 122.1, 122.1, 122.8, 127.9, 128.7, 129.6, 131.7, 137.8, 139.2, 144.1, 

168.2. 

 

180 N-(11-aminoundecyl)-N-methyl-2-(6-methyl-2-(p-tolyl)imidazo[1,2-a]pyridin-3-
yl)acetamide 

 

C29H42N4O 

462.68 g/mol 

FH0104 

179 (8 mg, 16.3 µmol, 1 eq) was added to a solution of PPh3 (5.1 mg, 19.6 µmol, 1.2 eq) in a mixture 
of water and THF (0.6 mL, 1/2) and stirred overnight at rt. Reaction mixture was concentrated under 

reduced pressure then dissolved in HCL 1N solution. The aqueous phase was washed twice with 
DCM then neutralized with NaHCO3 sat and extracted twice with DCM. Organic phases were 
combined, washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated under reduced pressure 

to afford 180 as a white oil (3.9 mg, 51%). 

tR = 3.40 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.17-1.32 (m, 14H), 1.43-1.47 (m, 2H), 2.05-2.17 (m, 2H), 2.35 (s, 3H), 2.4 

(s, 3H), 2.64-2.72 (m, 2H), 2.83, 2.89 (2s, 3H), 3.05 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 3.34 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 4.07 (s, 
1H), 4.11 (s, 1H), 4.7 (s, 2H), 7.04 (dd, J = 1.6, 7.2 Hz, 1H), 7.26 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.51-7.56 (m, 3H), 
8.08 (s, 1H). 

 

181 2-(6-hydroxy-3-oxo-3H-xanthen-9-yl)-5-((6-((11-(N-methyl-2-(6-methyl-2-(p-
tolyl)imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)acetamido)undecyl)amino)-6-

oxohexyl)carbamoyl)benzoic acid 

 

C56H63N5O8 

934.14 g/mol 

FH0109 



Partie expérimentale 

 

-224- 
 

Fluorescein-5-SFX 148 (24 mM solution in DMF, 0.9 µmol, 37.5 µL, 1 eq) was added to a solution of 

180 (10.8 mM solution in DMF, 1.08 µmol, 100 µL, 1.2 eq) in DMF (100 µL) with one drop of DIEA. 
The reaction mixture was stirred 1 h at rt then directly purified over semi-preparative HPLC to give 
181 as an orange powder (0.27 mg, 32%). Yield was determined by quantitative analysis. 

tR = 5.66 min 

HR-MS calcd: 933.4676, Found [M] : 933.4685 

 

182 Sodium 1-ethyl-2-((1E,3E)-5-((E)-1-ethyl-3-methyl-3-(4-((11-(N-methyl-2-(6-methyl-2-(p-

tolyl)imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)acetamido)undecyl)amino)-4-oxobutyl)-5-sulfoindolin-2-
ylidene)penta-1,3-dien-1-yl)-3,3-dimethyl-3H-indol-1-ium-5-sulfonate 

 

C61H78N6NaO8S2 

1110.44 g/mol 

FH0110 

DYE-647-NHS 147 (14.5 mM solution, 1.08 µmol, 74.5 µL, 1 eq) was added to a solution of 180 (10.8 

mM solution in DMF, 1.08 µmol, 100 µL, 1 eq) in DMF (100 µL) with one drop of DIEA. The reaction 
mixture was stirred 1 h at rt then directly purified over semi-preparative HPLC to give 182 as a blue 

powder (0.53 mg, 44%). Yield was determined by quantitative analysis. 

tR = 4.84 min 

HR-MS calcd: 1086.5322, Found [M] : 1086.5292 

 

172 benzyl (6-((4-(4-(3-(2-(dimethylamino)-2-oxoethyl)-6-methylimidazo[1,2-a]pyridin-2-
yl)phenyl)but-3-yn-1-yl)amino)-6-oxohexyl)carbamate 

 

C36H41N5O4 

607.75 g/mol 

FH0103 

Bromide 171 (50 mg, 0.13 mmol, 1 eq) and PdCl2(PPh3)2 (7.54 mg, 0.01 mmol, 8 mol%) were 
weighed and sealed in a 2 mL reaction vessel and degassed three times with argon. Triethylamine (1 

mL) and THF (2 mL) were then added and the reaction vessel was degassed trice with argon. CuI (2.0 
mg, 0.01 mmol, 8 mol%) and alkyne (51 mg, 0.16 mmol, 1.2 eq) were then added and the vessel was 
heated at 80°C overnight. Reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The residue 

was solubilized in EtOAc and washed twice with NaHCO3 sat and brine. Organic phase was dried over 
Na2SO4, filtered and concentrated under reduced pressure. The resulting oil was purified over 

reversed-phase flash chromatography (MeOH 0 to 100% in water) to afford 172 as a colorless oil (33 
mg, 40%). 

tR = 3.44 min 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.26-1.34 (m, 2H), 1.45 (quint, J = 7.3 Hz, 2H), 1.62 (quint, J = 7.8 Hz, 2H), 
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2.16 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.33 (s, 3H), 2.62 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.91 (s, 3H), 2.94 (s, 3H), 3.11 (q, J = 6.9 

Hz, 2H), 3.46 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 4.04 (s, 2H), 5.06 (s, 2H), 5.11 (br s, 1H), 6.12 (br s, 1H), 7.02 (dd, J 
1.3, 9.3 Hz, 1H), 7.26-7.33 (m, 5H), 7.45-7.49 (m, 3H), 7.58 (d, J = 9.6 Hz, 2H), 7.92 (s, 1H).  
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 18.6, 20.7, 25.4, 26.4, 29.9, 30.3, 36.1, 36.7, 37.7, 38.4, 40.9, 66.7, 82.1, 
88.2, 114.4, 116.9, 122.2, 122.3, 122.8, 127.9, 128.2, 128.2, 128.5, 1286, 132.1, 134.6, 136.9, 143.3, 
144.5, 156.7, 168.3, 173.2. 

 

173 2-(2-(4-(4-((5-aminopentyl)amino)butyl)phenyl)-6-methylimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)-N,N-

dimethylacetamide 

 

C27H39N5O2 

477.65 g/mol 

FH0108 

172 (30 mg, 0.05 mmol, 1 eq) was solubilized in MeOH and degassed with argon for 15 minutes. 

Pd/C (10 mg) was added and the vessel was placed in a pressurized hydrogen system. Flask was 
washed 3 times with hydrogen then pressure was set to 65 psi and the reaction vessel was 

mechanically stirred for 24h. Solution was filtered over a celite pad and directly purified on reversed 
phase flash chromatography (MeOH 0 to 100% in water) to give 173 as a white oil (3 mg, 13%). 
Product was characterized by LC-MS. 

tR = 2.51 min 

LC-MS calcd : 477.3, Found [M+H] : 478.2 

 

174 5-((6-((6-((4-(4-(3-(2-(dimethylamino)-2-oxoethyl)-6-methylimidazo[1,2-a]pyridin-2-
yl)phenyl)butyl)amino)-6-oxohexyl)amino)-6-oxohexyl)carbamoyl)-2-(6-hydroxy-3-oxo-
3H-xanthen-9-yl)benzoic acid 

 

C55H60N6O9 

949.12 g/mol 

FH0111 

Fluorescein-5-SFX 148 (24 mM solution in DMF, 0.87 µmol, 36.5 µL, 1 eq) was added to a solution of 
173 (10.5 mM solution in DMF, 1.05 µmol, 100 µL, 1.2 eq) in DMF (100 µL) with one drop of DIEA. The 

reaction mixture was stirred 1 h at rt then directly purified over semi-preparative HPLC to give 174 as 
an orange powder (0.20 mg, 25%). Yield was determined by quantitative analysis. 

tR = 4.29 min 

HR-MS calcd: 948.4421, Found [M] : 948.4425 
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175 2-((1E,3E)-5-((E)-3-(4-((6-((4-(4-(3-(2-(dimethylamino)-2-oxoethyl)-6-methylimidazo[1,2-

a]pyridin-2-yl)phenyl)butyl)amino)-6-oxohexyl)amino)-4-oxobutyl)-1-ethyl-3-methyl-5-
sulfoindolin-2-ylidene)penta-1,3-dien-1-yl)-1-ethyl-3,3-dimethyl-3H-indol-1-ium-5-
sulfonate 

 

C60H75N7O9S2 

1102.42 g/mol 

FH0112 

DYE-647-NHS 147 (14.5 mM solution, 0.87 µmol, 60.5 µL, 1 eq) was added to a solution of 173 (10.5 
mM solution in DMF, 1.05 µmol, 100 µL, 1.2 eq) in DMF (100 µL) with one drop of DIEA. The reaction 

mixture was stirred 1 h at rt then directly purified over semi-preparative HPLC to give 175 as a blue 
powder (0.39 mg, 41%). Yield was determined by quantitative analysis. 

tR = 4.43 min 

HR-MS calcd: 1101.5067, Found [M] : 1101.5055 

 

162 tert-butyl (6-(6-(3-(2-(dimethylamino)-2-oxoethyl)-2-(p-tolyl)imidazo[1,2-a]pyridin-6-

yl)hex-5-ynamido)hexyl)carbamate 

 

C35H47N5O4 

601.79 g/mol 

FH0265 

Bromide 159 (25 mg, 67.1 µmol, 1 eq) and PdCl2(PPh3)2 (3.7 mg, 5.3 µmol, 8 mol%) were weighed 

and sealed in a 2 mL reaction vessel then degassed three times with argon. Triethylamine (0.5 mL) 
and THF (1 mL) were then added and the reaction vessel was degassed trice with argon. CuI (1.0 mg, 

5.3 µmol, 8 mol%) and alkyne 150 (51 mg, 0.16 mmol, 1.2 eq) were added and the vessel was 
heated at 80°C overnight. Reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The residue 
was solubilized in EtOAc and washed twice with NaHCO3 sat and brine. Organic phase was dried over 

Na2SO4, filtered and concentrated under reduced pressure. The resulting oil was purified over flash 
chromatography (EtOAc 0 to 80% in heptane) to afford 162 as a brown oil (30.7 mg, 76%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.42 (m, 9H), 1.82-1.96 (m, 4H), 2.25-2.32 (m, 4H), 2.37 (s, 3H), 2.47 (t, J = 
6.9 Hz, 2H), 2.91 (s, 3H), 2.95 (s, 3H), 3.07-3.10 (m, 4H), 3.19-3.24 (m, 4H), 4.06 (s, 2H), 5.84 (br s, 

1H), 5.99 (br s, 1H), 7.14 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.23 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.50-7.52 (m, 3H), 8.28 (s, 1H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): 18.5, 19.1, 21.5, 24.3, 24.6, 26.3, 26.4, 28.6, 29.6, 29.7, 30.2, 35.3, 35.6, 

36.1, 37.8, 39.3, 39.4, 40.4, 66.2, 78.2, 79.2, 90.7, 116.9, 127.5, 127.8, 128.6, 129.6, 156.3, 156.3, 
168.2, 172.2, 172.4. 
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163 N-(6-aminohexyl)-6-(3-(2-(dimethylamino)-2-oxoethyl)-2-(p-tolyl)imidazo[1,2-a]pyridin-6-

yl)hex-5-ynamide 

 

C30H39N5O2 

501.67 g/mol 

FH0276 

162 (20 mg, 0.033 mmol, 1 eq) was treated by a solution of TFA and DCM (1/1, 2mL) for 30 min and 

volatiles were removed under vacuum. The residue was dried under vacuum for 24h to give 163 as 
an orange oil. (14.9 mg, 89%) 

tR = 3.33 min 

HR-MS calcd: 501.3104, Found [M+H] : 502.3154 

 

164 5-((6-((6-(6-(3-(2-(dimethylamino)-2-oxoethyl)-2-(p-tolyl)imidazo[1,2-a]pyridin-6-yl)hex-5-

ynamido)hexyl)amino)-6-oxohexyl)carbamoyl)-2-(6-hydroxy-3-oxo-3H-xanthen-9-
yl)benzoic acid 

 

C57H60N6O9 

973.14 g/mol 

FH0281 

Fluorescein-5-SFX 148 (24 mM solution in DMF, 0.87 µmol, 36.5 µL, 1 eq) was added to a solution of 
163 (10.5 mM solution in DMF, 1.00 µmol, 100 µL, 1.2 eq) in DMF (100 µL) with one drop of DIEA. 

The reaction mixture was stirred 1 h at rt then directly purified over semi-preparative HPLC to give 
164 as an orange powder (0.4 mg, 50%). Yield was determined by quantitative analysis. 

tR = 4.77 min 

HR-MS calcd: 972.4422, Found [M+H] : 973.4441 

 

165 2-((1E,3E)-5-((E)-3-(4-((6-(6-(3-(2-(dimethylamino)-2-oxoethyl)-2-(p-tolyl)imidazo[1,2-

a]pyridin-6-yl)hex-5-ynamido)hexyl)amino)-4-oxobutyl)-1-ethyl-3-methyl-5-sulfoindolin-2-
ylidene)penta-1,3-dien-1-yl)-1-ethyl-3,3-dimethyl-3H-indol-1-ium-5-sulfonate 

 

C67H75N7O9S2 

1126.44 g/mol 

FH0288 

DYE-647-NHS 147 (14.3 mM solution, 0.83 µmol, 58.1 µL, 1 eq) was added to a solution of 163 (10.5 
mM solution in DMF, 1.00 µmol, 100 µL, 1.2 eq) in DMF (100 µL) with one drop of DIEA. The reaction 
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mixture was stirred 1 h at rt then directly purified over semi-preparative HPLC to give 165 as a blue 

powder (0.024 mg, 3%). Yield was determined by quantitative analysis. 

 tR = 4.77 min 

HR-MS calcd: 1125.5068, Found [M]: 1125.5086 
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Résumé 

Les neurostéroïdes sont des composés endogènes qui peuvent moduler la transmission synaptique 
et avoir un effet neuroprotecteur dans les maladies neurodégénératives. Les systèmes régulant leur 
biosynthèse ne sont pas connus mais la première étape de celle-ci peut être régulée par la protéine 
TSPO. Cette protéine mitochondriale facilite le transport du cholestérol vers l’intérieur de la 
mitochondrie pour y être métabolisé en prégnénolone. Ce stéroïde est le précurseur principal de la 
biosynthèse des neurostéroïdes et l’utilisation in vitro de ligands du TSPO permet d’augmenter sa 

sécrétion. Dans ce travail de thèse, nous avons ainsi cherché à développer de nouvelles familles de 
ligands solubles du TSPO augmentant la sécrétion de prégnénolone. Le développement de ces 
nouvelles familles a nécessité la réalisation d’une méthodologie de synthèse faisant intervenir une 
réaction de cyclisation pallado-catalysée de type Buchwald-Hartwig. Une étude de solubilité des 
composés synthétisés a été effectuée expérimentalement, leur activité a été évaluée par des 
méthodes fonctionnelles et leur effet neuroprotecteur a été testé sur un modèle cellulaire de la 
maladie d’Alzheimer.  

Mots clés : TSPO, neurostéroïdes, neuroprotection, prégnénolone, alloprégnanolone, Alzheimer, 

solubilité, Buchwald-Hartwig, 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-ones,   

 
 

 

Abstract 

Neurosteroids are endogenous compounds which can alter the synaptic transmission and enhance 
neuroprotection in neurodegenerative diseases. The systems that regulates their biosynthesis are 
not described but its first step ca be regulated by the TSPO. This mitochondrial protein facilitates the 
transport of cholesterol to the mitochondrial matrix to be metabolized in pregnenolone. This steroid is 
the precursor of neurosteroid biosynthesis and in vitro use of TSPO ligands induces its secretion. For 

this project, we looked forward to develop new families of soluble TSPO ligands that can increase 
pregnenolone production. The access to 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-ones required the 
establishment of a synthesis methodology of a palladium-catalyzed cyclization following Buchwald-
Hartwig amination. A solubility study of synthesized compound was performed, their activity was 
established based on functional assays and their neuroprotective effect was evaluated on a cellular 
model of Alzheimer disease. 

Keywords: TSPO, neurosteroids, neuroprotection, pregnenolone, allopregnanolone, Alzheimer, 

solubility, Buchwald-Hartwig, 3-amino-3,4-dihydroquinolin-2-ones, imidazo[1,2-c]quinazolin-2-ones 
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